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Introducao Geral




Organismos vivos e dietas secas na larvicultura do pacu Piaractus
mesopotamicus e o uso dos isétopos estaveis de carbono (5°C) e nitrogénio

(6"°*N) como indicadores naturais da incorporagao do alimento no tecido larval

Resumo. O estudo teve por objetivo comparar o desempenho e o desenvolvimento do trato
digestorio de larvas de pacu alimentadas com plancton natural e nauplios de Artemia nas
primeiras semanas de vida; determinar o melhor momento para iniciar a substituicio do
alimento vivo; comparar o potencial de diferentes dietas secas como substitutos parciais do
alimento vivo; identificar pela técnica dos isotopos estaveis de carbono (5°C) e nitrogénio
(3"°N) os alimentos (vivo e seco) aproveitados pelas larvas de pacu ao longo do seu
desenvolvimento, através da retengdo dos atomos de carbono e nitrogénio dos diferentes
alimentos nos tecidos corporais. O trabalho esta sendo apresentado na forma de trés capitulos,
alem de uma introducdo geral. Em sintese, os nauplios de Artemia foram mais efetivos que o
pléncton natural para a alimentagdo inicial das larvas de pacu criadas em laboratério, pois
favoreceram o crescimento e o desenvolvimento ontogenético do trato digestério das mesmas.
As taxas de crescimento especifico proporcionadas pelo plancton natural variaram conforme os
organismos predominantes na composigcdo desse alimento. Em relaco aos estudos sobre a
substituicdo do alimento vivo por dieta seca, o tamanho do animal foi um aspecto importante,
mas a qualidade da dieta seca foi decisiva para garantir o sucesso desse procedimento. Assim,
larvas com cerca de 13mg de peso Umido (12 dias apds o inicio da alimentagdo exdgena)
mostraram-se capazes de aproveitar a dieta seca. Larvas que tiveram o alimento vivo
totalmente suprimido nessa fase ndo apresentaram prejuizos a sobrevivéncia, e os resultados
de crescimento foram considerados satisfatorios, pois, ao final de 35 dias de alimentagao,
esses animais apresentaram crescimento superior ao obtido no tratamento controle (alimento

vivo por todo o periodo). Larvas alimentadas exclusivamente com a dieta seca desde o inicio



mostraram-se capazes de sobreviver e crescer; por outro lado, as taxas de sobrevivéncia foram
baixas (5 a 20%). Pela técnica dos isotopos estaveis de carbono (5'°C) e nitrogénio (6'°N), o
perfil isotdpico do tecido larval mostrou-se intimamente relacionado com o respectivo
tratamento alimentar aplicado. A técnica foi bastante eficaz e claramente puderam ser definidos
0s momentos em que as larvas utilizaram os nauplios de Artemia como fonte alimentar e,
posteriormente, a dieta seca. No caso da dieta seca, diferentes momentos para o inicio da
retengdo dos nutrientes desse alimento no tecido larval foram revelados, e animais com cerca
de 10mg de peso Umido mostraram-se mais capacitados para o aproveitamento do alimento

seco, bem como para o inicio da escolha voluntaria desse alimento.
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1. Introdugdo Geral

Os recursos pesqueiros s@o importantes fontes de alimento de alta qualidade. A
produgdo pesqueira mundial em 2003 foi de 132,2 milhdes de toneladas e desse total, 103
milhées de toneladas foram destinados & alimentagio humana, com um consumo de 16,3 kg
per capita considerando uma populagao de 6,3 bilhdes de pessoas (FAO, 2004). Essa atividade
que tem se expandido rapidamente e, no cenario mundial, enquanto a produgéo aqlicola teve
um crescimento de 187,6% entre os anos de 1990 a 2001, as capturas pesqueiras
apresentaram um aumento de apenas 7,8% no mesmo periodo. No Brasil, o ritmo de
crescimento ndo tem sido menor que o verificado em escala mundial (BORGHETTI et al.,
2003), com um enorme potencial, ainda, para o desenvolvimento dessa atividade (QUEIROZ et
al., 2005). Nesse contexto, um planejamento adequado associado a conservagdo ambiental,
aos avangos tecnolégicos e ao aprimoramento das técnicas de produgdo, como reprodugao,
alimentacao, manejo e qualidade da agua, contribuem diretamente para o estabelecimento de
uma atividade duradoura e o desenvolvimento de uma aquicultura cada vez mais produtiva e

econdmica.

Das etapas que constituem o ciclo da produgao de peixes, a larvicultura ainda enfrenta
muitos desafios, principalmente quanto a alimentagéo inicial das larvas que possuem reservas
vitelinas escassas e que sao absorvidas em poucos dias. Essas larvas, também denominadas
de altriciais por Alliot apud Rust et al. (1993), ndo possuem o sistema digestorio completamente
formado e funcional quando iniciam a alimentag&o exégena (DABROWSKI, 1984; KOLKOVSKI,
2001). Estudos sobre alimentagéo inicial de larvas altriciais mostram que o procedimento mais
adequado é o fornecimento de organismos vivos (PERSON LE RUYET, 1989; BENGSTON,
1991; TANDLER e KOLKOVSKI, 1991).

No Brasil, a técnica adotada pela maioria dos produtores para a produgéo de juvenis de

muitas espécies nativas consiste na criagdo semi-intensiva. Nesse sistema, as larvas séo



transferidas para os viveiros previamente fertilizados logo apds a abertura da boca, onde a
principal fonte alimentar sdo os organismos que constituem o plancton natural. No entanto,
esse procedimento leva a uma produgdo bastante variavel de alevinos (CESTAROLLI e
PORTELLA, 1994) e com baixas taxas de sobrevivéncia (BASILE-MARTINS et al., 1987). Uma
alternativa para esse sistema de producio é a criagéo intensiva das larvas no laboratorio
(CESTAROLLI e PORTELLA, 1994). Aumento nas taxas de sobrevivéncia de juvenis de pacu
foi observado por Jomori et al. (2003) que criaram as larvas por um periodo inicial no
laboratorio antes de transferi-las para os viveiros fertilizados. Além de aumento da
produtividade, os resultados obtidos também foram mais vantajosos em termos econdmicos

{JOMORI et al. 2005).

Os principais organismos vivos que vém sendo utilizados na larvicultura intensiva séo os
nauplios de Artemia, os rotiferos produzidos em laboratério (NAEGEL, 1999; CAHU e
ZAMBONINO-INFANTE, 2001), além de organismos plancténicos provenientes de coletas em
viveiros fertilizados (MEEREN, 1991a). De certa forma, a dependéncia das larvas por
organismos vivos na alimentago inicial acaba limitando a produgéo nessa fase da criagdo; e
também dificultado os estudos sobre nutricdo de larvas de peixes, uma vez que 0s organismos
vivos, como os rotiferos e Arfemia ndo podem ser manipulados como desejado no sentido de
determinar as exigéncias nutricionais das larvas (LAZO et al., 2000). O uso de dietas secas
substituindo os organismos vivos & decisivo para a diminuigdo dos custos favorecendo a
produgdo dos juvenis em larga escala (WATANABE e KIRON, 1994; CAHU e ZAMBONINO-
INFANTE, 2001). Estudos econdmicos sobre a larvicultura de peixes tém mostrado que os
gastos com organismos vivos (nauplios de Arfernia) juntamente com a mé&o de obra constituem-
se nos itens mais onerosos do custo de produgdo (SALLES, 1998, GUERREROQO, 2003;

JOMORI et al., 2005).



MNa aqiicultura brasileira, diferentes especies vém sendo consolidadas nas diversas
regibes do pais, como carpa Cyprinus carpio na regido sul; tilapia Oreochromis niloticus,
surubins Pseudoplatystoma spp., pacu Piaractus mesopotamicus, tambaqui Colossoma
macropomum & seus hibridos nas regides sudeste e oeste e tilapia no nordeste (QAUEIROZ et

al., 2005). Quase todas as espécies nativas anteriormente citadas apresentam larvas com

caracteristicas altriciais.

O presente estudo esta inserido numa linha de pesquisa que teve inicio ha cerca de seis
anos no Laboratério de Nutricho de Organismos Aquaticos do CAUNESP, visando obter
informagdes sobre a alimentagdo de larvas altriciais nativas. Portella et al. (1999) estudaram a
substituicdo do alimento vivo pelo seco para larvas de tambaqui Colossoma macropomum. Em
seguida, Jomori (1999) pesquisou o melhor nivel e freqliéncia de alimentagdo com nauplios de
Artemia, e a substituicdo abrupta do alimento vivo por dieta seca microaglutinada na criagéo
intensiva de larvas de pacu. Posteriormente, Macedo-Viegas et al. (2003) avaliaram dietas
experimentais, contendo diferentes fontes protéicas (hidrolisado protéico de peixe, silagem de
peixe e farinha de peixe), como substitutos do alimento vivo para larvas de pacu apés o sexto
dia do inicio da alimentag&o exégena. Em seguida, também para larvas de pacu, Tesser et al.
(2005) avaliaram esquemas alimentares para a substituicdo gradual do alimento vivo por dieta
microencpasulada, utilizando fase de alimentagdo mista (co-alimentagdo). Em todos esses
estudos, os melhores resultados foram obtidos quanto maior o periodo de fomecimento do
alimento vivo, ressaltando a dependéncia vital de organismos vivos na alimentagéo inicial das
larvas dessas espécies. Enfatizando essa dependéncia, Tesser et al. (2005) demonstraram que
as larvas alimentadas exclusivamente com as dietas secas apresentavam curva de mortalidade

idéntica a das mantidas em jejum.

As pesquisas supra citadas abriram novas perspectivas de estudo quanto a alimentagao

de larvas alfriciais espécies nativas, e a possibilidade de utilizagdo das dietas secas, numa fase



mais precoce. Nesse sentido, o presente estudo foi proposto com o objetivo de dar essa
continuidade, fazendo com que o acimulo de informagdes possa aprofundar os conhecimentos
nessa area e. gerar informagdes mais elucidativas sobre a alimentagdo no periodo da
larvicultura. O pacu Piaractus mesopotamicus foi escolhido como espécie modelo, uma vez que
é comercialmente importante e apresenta larvas altriciais, representando um desafio para a

utilizagdo de alimento seco durante a larvicultura.

No presente estudo, além das informagdes sobre o crescimento e sobrevivéncia para
avaliar o desempenho dos animais, também foram averiguados o desenvolvimento
ontogenético do trato digestério ao longo do desenvolvimento larval e a utilizagao da tecnica
dos isétopos estaveis de carbono e nitrogénio como indicadores naturais dos alimentos (vivo e
seco) metabolizados pelas larvas. A utilizagdo dos isétopos estaveis como marcador das fontes
energéticas ao longo da cadeia alimentar baseia-se na suposigdo de que o corpo do animal

reflete isotopicamente a sua dieta (DE NIRC e EPSTEIN, 1978).

Os objetivos especificos da pesquisa foram:

« Comparar o desempenho das larvas de pacu alimentadas com diferentes organismos vivos

- plancton natural e nauplios de Artemia - nas primeiras semanas de vida.

« Determinar o melhor momento em que as larvas de pacu apresentam-se mais capacitadas
para o aproveitamento da dieta seca, e comparar o potencial de diferentes dietas como

substitutos parciais do alimento vivo.

« Rastrear pela técnica dos isdtopos estaveis de carbono (5'°C) e nitrogénio (3'°N) os
alimentos (vivo e seco) aproveitados pelas larvas de pacu ao longo do seu

desenvolvimento, e identificar o momento em que as larvas passam a utilizar os nutrientes
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da dieta seca através da reten¢do dos atomos de carbono e nitrogénio em seus tecidos

corporais.
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Desenvolvimento do trato digestorio e desempenho de larvas de pacu Piaractus

mesopotamicus alimentadas com nauplios Artemia e plancton natural

Resumo - A utilizacdo de organismos vivos na larvicultura de muitas espécies de peixes & pratica
indispensavel para garantia do crescimento inicial e sobrevivéncia. Dessa forma, larvas de pacu, com
cinco dias apés a eclosdo (médias de 52mm e 046mg de comprnmento total e peso,
respectivamente), foram alimentadas com nauplios de Arfermia ou pldncton natural, com o objetivo de
avaliar os efeitos desses alimentos no crescimento e sobrevivéncia das larvas, bem como no
desenvolvimento do sisterna digestorio dos animais durante os primeiros 15 dias apds o inicio da
alimentacdo exdgena. As larvas foram estocadas numa densidade de 10 larvas.L ', em unidades
experimentais contendo 6 L de agua cada, considerando 10 réplicas experimentais para cada
tratamento. Os principais organismos constituintes do plancton natural foram os rotiferos e
copépodos na fase de nduplios. Claddceros, copepoditos e copépodos adultos foram observados
principalmente nos dias finais do experimento. Os maiores valores médios para o crescimento, em
comprimento e peso, foram obtidos com a alimentacdo & base de nauplios de Arfemmia. As taxas de
crescimentio especifico das larvas que receberam o plancton, avaliadas a cada trés dias, no geral
foram menores que as obtidas com a Artemia e vararam bastante de acordo com 0S5 organismos
plancténicos predominantes em cada periodo. Na Gltima amostragem, com um aumento da
quantidade de claddceros, a taxa de crescimento especifico nesse tratamento foi o dobro da obtida
com os nauplios de Arfemia. Apesar das diferencas no crescimento, as taxas de sobrevivéncia foram
semelhantes (P>0,05) entre os tratamentos, que variaram de 79 a 88% para as alimentagbes com o
plancton e Arfemia, respectivamente. Ao final de 15 dias, larvas de pacu que receberam nauplios de
Arfemia mostraram-se numa fase mais avancada do desenvolvimento do trato digestdrio que as
alimentadas com o plancton natural. As diferencas no crescimento e desenvolvimento entre os
foram bastante evidentes, e a composicdo plancténica, na maior parte do tempo
- composta por organismos menores como rotiferos e nauplios de copépodos, ndo propiciaram um

crescimento adequado as larvas de pacu.

Palavras-chaves: Nauplios de Artemia, plancton natural, larvas de peixes, pacu Piaractus

mesopofamicus



Digestive tract development and performance of pacu Piaractus mesopotamicus

larvae fed Artemia nauplii and natural plancton

Abstract - The use of living organisms in larviculture of many fish species is an
indispensable practice to ensure initial growth and survival. Thus, 5-day old pacu larvae
(means of 5.2mm and 0.46mg total length and weight. respectively) were fed either Artemia
nauplii or natural plancton, in order to evaluate the effects of those feeds on larval growth
and survival, as well as development of the animals digestive system during the first 15 days
after the onset of exogenous feeding. Larvae were maintained at a density of 10 larvae. L, in
experimental units containing 6 L water each, considering 10 experimental replicates for
each treatment. The main organisms constituting the natural plancton were rotifers and
copepods at the naupli stage. Adult cladocerans, copepodites, and copepods were
observed especially at the final days of the experiment. The highest mean values for growth,
both in length and weight, were obtained when feeding consisted of Artemia nauplii. The
specific growth rates of larvae that received plancton, evaluated at every three days, were in
general smaller than those obtained with Artemia and varied considerably according to the
plancton organisms predominant during each period. As the number of cladocerans
increased in the last sampling, the specific growth rate in that treatment was twice as high as
the rate obtained with Arfemia nauplii. Contrary to growth results, the survival rates were
similar (P>0.05) between treatments, ranging from 79 to 88% for plancton or Artemia
feeding, respectively. At the end of the 15-day rearing, pacu larvae receiving Artemia nauplii
were at a more advanced stage of digestive tract development than those fed natural
cton. Differences were quite evident, and plancton composition, most of the time
consisting of smaller organisms such as rotifers and copepod nauplii, did not provide suitable

pacu larvae growth.

Key words: Arternia nauplii, natural plankton, fish larvae, pacu, Piaractus mesopotamicus,



1. Introducao

Larvas de muitas espécies de peixes marinhos e de agua doce, denominadas de
altrciais por Alliot apud Rust et al. (1993), ndo possuem o sistema digestorio completamente
formado e funcional quando iniciam a alimentacdo exégena (DABROWSKI, 1984;
KOLKOVSKI, 2001), marcando o comeco de uma fase critica para sua sobrevivéncia.
Estudos sobre alimentag&o inicial de larvas altriciais mostram que o procedimento mais
adequado para superar esse periodo critico € o fornecimento de organismos vivos
(PERSON LE RUYET, 1989; BENGSTON, 1991; TANDLER e KOLKOVSKI, 1991), que
além de possuirem os nutrientes essenciais como proteinas, aminoacidos livres, acidos
graxos essenciais, minerais e vitaminas, também contém substancias necessarias a
metamorfose das larvas (FLUCHTER, 1982). Segundo PERSON LE RUYET et al., 1993, os
produtos da autdlise dos organismos vivos podem agir na estimulagdo da secrecdo de
tripsinogénio do pancreas para o intestino € ou na atividade dos zimogénios presente no
intestino do animal.

No Brasil, manejos e protocolos de alimentacgao inicial viaveis e produtivos ainda n&o
estdo claramente definidos para larvas de muitas das espécies nativas. A utilizagio de
viveiros previamente adubados para a obtengdo de organismos zooplanctdnicos e a criagéo
das larvas nesses ambientes tdo logo iniciam a alimentagdo exdogena € uma das praticas
mais utilizadas para a larvicultura das espécies nativas. No entanto, baixos indices e
variabilidade na produgéo nesse sistema de criagdo tém sido mencionados (BASILE-
MARTINS et al., 1987, CHABALIN et al., 1989; CESTAROLLI e PORTELLA, 1994).

Alternativamente, a criacdo das larvas por um periodo inicial sob condicoes
oratoriais, antes de serem transferidas para os viveiros externos, tem sido sugerida como
tl'ﬂa Opcao para a elevagdo dos indices de produgdo na larvicultura (CESTAROLLI e
PORTELLA, 1994). Vantagens produtivas e econdmicas dessa técnica de criagdo em
relacéo a semi-intensiva foram verificadas com larvas de pacu Piaractus mesopotamicus,
que tambem dependem inicialmente do alimento vive (JOMORI et al., 2003; JOMORI et al.,

2005).
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Em laboratorio, os nauplios de Artemia tém sido os organismos vivos mais utilizados
para a criagdo de larvas de peixes e camardes (NAEGEL, 1999). Essa preferéncia pela
Artemia em relagdo aos outros organismos tem sido motivada pela disponibilidade dos
cistos (STOTTRUP e NORSKER, 1997), facilmente comercializados no mercado
intemacional. No entanto, alguns inconvenientes tambem tém sido relatados, tais como a
h ‘qualidade nutricional, que vara de acordo com o local geografico de coleta, a dependéncia
;15 disponibilidade dos cistos no mercado, a possibilidade dos cistos carrearem
contaminantes como pesticidas (KLEIN-MAC PHEE et al.,, 1980) e patogenos (HART e
PURSER, 1996) e o alto custo para a sua aquisicao (LAVENS e SORGELOOS, 1998).

Alternativamente ao uso da Arfemia, outra estratégia alimentar sugerida para a
crniacao das larvas em laboratério & o fornecimento do plancton natural coletado dos viveiros
(MEEREN, 1991a). O plancton natural em viveiros pode ser obtido através do emprego de
técnicas de fertilizagdo (WOYNAROVICH e HORVATH, 1983), mas, em contrapartida,
alguns problemas séo associados ao plancton, como a instabilidade natural das populagdes
que rapidamente diminuem apos o pico de ocorréncia (JANA, 1997), a influéncia e
dependéncia das condig¢des climaticas na producéo planctonica (CESTAROLLI et al.,1997),
aléem da existéncia de animais potencialmente predadores como ninfa de Odonata
(WOYNAROVICH e HORVATH, 1983), e até mesmo organismos zooplanctdnicos como
algumas espécies de copépoda ciclopdida (FERREIRA e SENHORINI, 1986; FREGADOLLI,
2003), que sao responsaveis por perdas significativas na producio.

O pacu Piaractus mesopotamicus, espécie bastante estudada e de grande interesse
- comercial, possui larvas caracteristicamente altriciais, que dependem da disponibilidade de
organismos vivos nos primeiros dias da alimentagdo exdégena para a garantia do seu
desenvolvimento inicial, crescimento e sobrevivéncia. Dessa forma, o objetivo do estudo foi
avaliar a utilizagdo de organismos zooplanctdnicos, coletados em viveiros fertilizados, e
nauplios de Artemia como alimentos iniciais para larvas de pacu quando criados

intensivamente sob condigdes laboratoriais.
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2. Material e Métodos

Instalagdes e condi¢cbes experimentais gerais

Larvas com cinco dias de vida, iniciando a alimentag&o exdégena, foram estocadas
numa densidade de 10 larvas.L”, em 20 unidades experimentais contendo 6 litros de agua,
sendo 10 repeticbes para cada tratamento. Em ambos tratamentos, plancton natural ou
nauplios de Artemia, as larvas foram alimentadas quatro vezes ao dia, em quantidades
diarias de 500 organismoslarva’ nos seis primeiros dias da criagdo,
1000 organismos.larva™ do sétimo ao nono dia e 1500 organismos.larva™ até o final (15 dias
de alimentacao).

O plancton natural foi obtido diariamente nos viveiros externos, com uma rede
coletora de plancton de 68 um de abertura de malha. Os viveiros foram previamente
fertilizados com esterco de aves poedeiras e, posteriormente, receberam uma adubagéo
suplementar, a cada seis dias apos o inicio do experimento. O plancton coletado era
peneirado em malha com cerca de 0,.3mm para retirada de organismos maiores
indesejaveis (insetos adultos e suas larvas) e concentrado em um recipiente com volume
conhecido. Desse concentrado, eram retiradas trés aliquotas de 1mL para estimativa da
guantidade de organismos presentes, realizada sob microscopio estereoscopico com pipeta
de 1mL, e calculado o volume necessario para a alimentacdo das larvas. Diariamente,
amostras (n=3) do concentrado de zooplancton foram coletadas e fixadas em formol
tamponado a 4% para avaliacdo qualitativa, através da classificagdo dos organismos em
cinco categoriais: rotiferos, nauplios de copépodos, copepoditos, copépodos adultos e
cladéceros. Para a determinacdo qualitativa do zooplancton, de cada amostra coletada,
foram analisadas trés aliquotas em camara de Sedgewick-Rafter.

Diariamente, pela manhd e a tarde, foram monitorados a temperatura, que
apresentou medias que variaram de 29 a 30,2 °C entre manha e tarde e, periodicamente, o

oxigénio dissolvido, pH & condutividade, cujos valores médios foramde 6 =045 mg/L, 8,1

05 e 182 + 1,6 uS/cm, respectivamente. A agua utilizada nas unidades exper;irﬁéw';&‘isjf o
5 e 2e)
L
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provinha de poco artesiano e, diariamente, os residuos acumulados no fundo dos tanques
eram removidos por sifonamento.

Tendo em vista a grande quantidade de copépodos adultos presente nos viveiros de
coleta do plancton, um outro ensaio (experimento Il) foi realizado mantendo-se as mesmas
condigoes de criagdo e tratamentos alimentares, com o proposito de avaliar o impacto da

. presenca desses organismos zooplanctdnicos na sobrevivéncia das larvas. Nesse
‘experimento alterou-se apenas o procedimento para a obten¢do do concentrado de
zooplancton, o qual era filtrado em peneira de malha superior (0,5 a 0,6mm) para permitir a
passagem desses organismos maiores (copépodos adultos). Nesse segundo experimento,
foram avaliadas as taxas de sobrevivéncia para serem comparadas com as obtidas no

experimento anterior (experimento ).
Avaliagao do desempenho de crescimento e sobrevivéncia das larvas

O acompanhamento do crescimento foi realizado a cada trés dias, coletando-se
cerca de 10% do total de larvas por tratamento. Para avaliagdo do comprimento total das
larvas, utilizou-se paquimetro digital e, para as larvas menores que 10 mm, a medida foi
realizada sob microscopio estereoscopico. O peso dos animais foi determinado em balanca
analitica. Ao final do experimento também foram determinadas as taxas de sobrevivéncia,
em cada réplica experimental.

A partir dos dados biométricos também foi calculada a taxa de crescimento
especifico (TCE), pela seguinte férmula: TCE = (Ln Peso final — Ln Peso inicial) x 100/
intervalo de tempo (dias) entre biometrias (KESTMONTS e STALMANS, 1992).

Para a analise estatistica considerou-se um delineamento inteiramente casualizado,
num esquema com parcelas subdivididas no tempo, tendo os dois alimentos (plancton ou
nauplios de Artemia) como tratamentos principais e os periodos de avaliacdo como os
secundarios (0, 3, 6, 9, 12 e 15 dias), com 10 repetigbes de cada.

Os resultados de peso, comprimento total e sobrevivéncia foram analisados

estatisticamente através da Analise de Variancia Paramétrica (ANOVA), pelo teste F de
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Fischer-Snedecor (ZAR, 1998), considerando-se os resultados médios das réplicas de cada
parcela experimental. Para os resultados que apresentaram diferencas significativas entre
os tratamentos (P<0,05), as meédias foram estudadas pelo teste de Tukey, ac nivel de 5%
de probabilidade. Todas as variaveis biométricas foram avaliadas quanto & normalidade

(Shapiro-Wilk) e homocedasticidade das variancias (Bartlett).

Os dados de sobrevivéncia foram transformados y = arc sen+/x/100 , sendo x o valor

da sobrevivéncia em porcentagem. Todas as andlises e transformacées foram efetuadas

atraves de programa SAS - Statistical Analysis System (SAS Institute Inc, version 6.12,

1999).

Avaliacao histolégica do trato digestorio das larvas

Amostras de larvas foram coletadas ao longo do experimento, simultaneamente as
coletas para as avaliagbes do crescimento. Os animais foram fixados em formol a 10%
tamponado, por 24 horas e, em seguida, preservados em alcool a 70%.

Para a caracterizagéo da morfologia do aparelho digestorio de larvas de pacu (n =3),
estas foram incluidas em Historesin® (Leica-Germany). As larvas fixadas foram submetidas
a0 processo de pre-infiltragdo com solucdo de glicol-metacrilato e ativador (embedding kit —
Leica) e etanol a 80 % em diferentes concentragdes (1:3, 1:1, 3:1 v/v), durante 3 horas. Em
seguida, o material foi embebido em glicol-metacrilato (mescla de infiltragdo) durante 1 hora.

Posteriormente, o material foi incluido em solugéo de pré-inclusao (glicol-metacrilato
+ ativador) com endurecedor, em molde histolégico. Apdés endurecimento parcial da

- Solugdo, os blocos foram colocados em estufa & temperatura de 45 °C por
- aproximadamente 72 horas, para a polimerizagéo e endurecimento total. Cortes histologicos
de trés micrdmetros de espessura foram obtidos com a utilizagdo de navalhas de vidro e

posteriormente corados com Azul de Toluidina a 1% (AT) e Fucsina basica a 0,5 % (FUC).
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3. Resultados

Desempenho e sobrevivéncia das larvas e desenvolvimento morfolégico do trato
digestorio

Os resultados das andlises estatisticas pelo teste F mostraram efeitos significativos
(P<0,01) tanto para o comprimento como para o peso. As maiores medias de comprimento
e peso (Tabelas 1 e 2) foram obtidas com a alimenta¢do a base de nauplios de Artermia, em
todos os periodos avaliados (P<0,05).

Melhores resultados com nauplios de Artemia também foram observados na
avaliagdo do crescimento das larvas ao longo do tempo. Engquanto os nauplios de Arfernia
propiciavam as larvas um crescimento gradual e continuo ao longo dos 15 dias de
avaliagéo, o plancton natural condicionou o crescimento com outro ritmo, no qual s6 foram

detectados ganhos significativos em comprimento e peso (P< 0,05) no nono dia em diante.

Tabela 1 - Valores médios de comprimento total (mm) das larvas de pacu Piaractus
mesopotamicus criadas com diferentes tipos de alimento vivo.

Tratamentos Dias apds o inicio da alimentacdo exdgena

o= 3 B g 12 15

Nauplios de Artemia  5,2x0,1 *® 59402°%% 72:03°% 92+06°% 106+£04°% 125:0,27°

Plancton natural 52+0,1%* 54+03"° 57+01"° 540,3%° 7.3+02°° 10,4:0.4°°

Medias seguidas de mesma letra (maidscula na horizontal e mindscula na vertical) ndo diferem entre
si pelo teste de Tukey (P=0,05)
*Valores médios referentes a biometria inicial
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Tabela 2 - Valores médios de peso (mg) das larvas de pacu Piaractus mesopofamicus
criadas com diferentes tipos de alimento vivo.

Tratamentos Dias ap6s o inicio da alimentaco exdgena

o- 3 6 9 12 15

Nauplios de Arfemia 0,5¢0,1"°% 0,9£0,10%% 1,7:0,32°% 39:07°% 74:12%° 150:£207°

Plancton natural 0,5¢0,1 "% 05:01"° 06+01*° 1,0£025%° 19+02%° 7.3+00°°

Meédias seguidas de mesma letra (maiuscula na horizontal e mindscula na vertical) ndo diferem entre
si pelo teste de Tukey (P> 0,05)
* Valores medios referentes a biometria inicial

O efeito da fonte alimentar no ritmo de crescimento das larvas ficou bastante
gvidenciado pelas taxas de crescimento especifico (Figura 1). Os valores revelaram médias
semelhantes ao longo do tempo (P=0,05) para as larvas alimentadas com nauplios de
Artemia (~ 20 a 27%) e taxas que oscilaram em cerca de 3 a 45% nas larvas que receberam
0 plancton natural.

As larvas alimentadas com o plancton natural também sofreram um atraso no
desenvolvimento do trato digestério, principalmente quanto a formacdo do estdmago. Doze
dias apds inicio da alimentagdo exogena, as larvas que receberam nauplios de Arfemia
{(~7Tmg) ou plancton natural (~2mg) apresentavam o estdmago em inicio da formacdo, com
algumas glandulas gastricas ja aparentes (Figura 2A e 3A).

Posteriormente, na amostragem realizada aos 15 dias, as larvas alimentadas com
nauplios de Artemia (~15mg) ja apresentavam o estdmago formado em regides distintas, a
cardica e a pilorica (Figura 2B). A primeira, caracterizando a regi&o glandular, apresentou na
mucosa um epitelio cilindrico simples e alto, com glandulas gastricas ocorrendo abaixo
desse epitélio; e a segunda apresentou a mucosa constituida por um epitélio cilindrico
simples baixo, sem glandulas gastricas, caracterizando a regido aglandular do estdmago.

Nesse mesmo periodo, larvas alimentadas com o plancton natural (~7mg) apresentaram o



19

estémago num desenvolvido mais avangado que na amostragem do periodo anterior, com
‘maior quantidade de glandulas gastricas, mas ainda sem a formacéo das duas regides
“distintas (Figura 3B). No intestino observaram-se caracteristicas mais semelhantes entre os
dois tratamentos, com a formacdo de vilosidades e com células caliciformes aparentes
- (Figuras 4A e 4B). Entretanto, os enterocitos dos animais que receberam Artemia

apresentavam maior quantidade de inclusfes supranucleares e células caliciformes.

60 -
—~ —&— Plancton natural
3 : ---O---Nauplios de Artemia
2 504
E
Qo
o
= 40
Liv]
o -
ﬂ :
g 7 Aa
é 1Aa Aa
FADe | S s i 4
AN Ba
(4]
L 10-
© 4 Ab Ab
. Sl

29

T 1 T . | _ r . :

t-a 20 7.9 40442 18-16

Periodo (Dias)

Figura 1. Valores médios das taxas de crescimento especifico de larvas de pacu Flaractus
mesopotamicus alimentadas com plancton natural ou nauplios de Arfernia durante 15 dias.
Médias seguidas de mesma letra (mailscula para a comparacio na horizontal e minuscula
na vertical) ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (P=0,05).




Figura 2 - Fotomicrografias do trato digestorio de larvas de pacu Piaractus mesopotamicus

alimentadas com nauplios de Artemia.

Figura 2A - Larva com 12 dias apés o inicio da alimentacéo exdgena (16 dias de vida)
evidenciando células mucosas (CM) e o estdbmago em inicio de formagdo com algumas

glandulas gastricas aparentes (G). 200x. At/Fuc.

Figura 2B - Larva com 15 dias ap6és o inicio da alimentagdo exogena (19 dias de vida)
evidenciando o estdmago formado por duas camaras distintas, a cardica-glandular (G) e

pilorica-aglandular (AG) e secgdes transversais dos cecos piléricos (CP). 100x. At/Fuc.
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Figura 3 - Fotomicrografias do trato digestério de larvas de pacu Piaractus mesopotamicus

alimentadas com plancton natural.

Figura 3A — Larva com 12 dias apos o inicio da alimentagio exdgena (16 dias de vida)
evidenciando células mucosas (CM), pancreas (P) e o estbmago em inicio de formagio com

algumas glandulas gastricas aparentes (GG). 200x. At/Fuc.

Figura 3B - Larva com 15 dias ap6s o inicio da alimentagéo exdgena (19 dias de vida)

evidenciando células mucosas (CM), e estdmago em formacdo com presenca de glandulas

gastricas (GG). 100x. At/Fuc.






Figura 4 - Fotomicrografias do trato digestorio de larvas de pacu Piaractus mesopotamicus

aos 15 dias apos o inicio da alimentacdo exogena (19 dias de vida)

Figura 4 A - Larva alimentada com plancton natural evidenciando as vilosidades no intestino

anterior com células caliciformes (CC) e cecos piléricos em secgdo transversal (CP). 200x.

At/Fuc.

Figura 4 B - Larva alimentada com nauplios de Arfemia evidenciando as vilosidades no

intestino com células caliciformes (CC) e inclusdes supranucleares (ISN). 200x. At/Fuc.
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A analise qualitativa das amostras de plancton oferecido as larvas (Figura 5) mostrou
uma maior ocorréncia de rotiferos e copépodos em estagio de nauplios, com predominancia
intercalada entre os dois grupos ao longo do experimento. Entre o 13° e 15° dia de
alimentagdo, um relativo aumento da populagio de cladoceros e copéepodos na forma de
copepoditos foi observado.

Entre os animais do grupo Rotifera, as principais espécies observadas foram
Keratella tropica, Keratella americana, Brachionus falcatus, Brachionus dolabratus,
Epiphanes macrourus e Trichocerca cylindrica. Em relacdo aos copépodos, predominaram
tanto ciclopdidas como calanoidas, mas principalmente o ciclopdida Termocyclops
decipiens. Ja entre os cladéceros foram identificadas a presenca das espécies Moina

micrura e Diaphanosoma birgei.

/
i

o

.

Composigdo do plancton (%)

Dias apés o inicio da alimentagdo exdgena

57 Rotiferos N Copépodos adultos
| Nauplios de copépodos  EE=== Cladéceros
77T Copepoditos

Figura 5. Paricipaco percentual média dos organismos zooplanctdnicos na composicdo do plancton
oferecido as larvas de pacu Piaractus mesopofamicus, durante 15 dias de alimentacao.

Ao contrario dos resultados de crescimento, as taxas de sobrevivéncia das larvas

ndo apresentaram diferengas significativas (P>0,05) entre os tratamentos, cujas medias
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foram de 79,1£102% e 88,3+10,9%, para larvas alimentadas com plancton e nauplios de
Artemnia, respectivamente.

Comparando as taxas de sobrevivéncia desse experimento (I) com as obtidas no
experimento |l, uma drastica diminuigdo na taxa de sobrevivéncia foi constatada no
tratamento em que as larvas receberam o plancton natural (Figura 6). Além de menores
taxas de sobrevivéncia (49,6 + 11,4%) obtidas no tratamento que recebeu o plancton filtrado
em malha superior, em duas repeticbes verificou-se a ocomréncia de mortalidade total. Um
fato que chamou a atengdo nesse tratamento foi a observacdo de larvas mortas com o

corpo parcialmente lesado ou larvas interiormente “secas”, como se tivessem sido

totalmente consumidas.

Sobrevivéncia (%)

104

Plancton MNatural Nauplios de Artemia

Figura 6. Valores médios da taxa de sobrevivéncia de larvas de pacu Piaractus mesopotamicus
alimentadas com plancton natural e nauplios de Arfemia, ao final de 15 dias apds o inicio da
alimentacio exdgena. Experimento |: plincton filtrado em peneira com malha de 0,3mm:
Experimento [l: plancion filtrado em peneira com malha superior, 0,5mm (grande ocomméncia de

fémeas adultas de copépoda ciclopdida no plancton oferecido as larvas). Médias seguidas de mesma
letra, em cada experimento, ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (P=0,05).

Grande parte da mortalidade ocorreu do quarto ao oitavo dia apds o inicio do
experimento. Avaliagdes qualitativas das amostras do plancton fomecido nesses dias

indicaram que a maior parte dos organismos que constituiam o plancton era adultos de




copepodos ciclopdida Thermocyclops decipiens (principalmente fémeas), animais

considerados predadores de larvas de peixes e de outros organismos zooplancténicos.

4. Discussao

O crescimento das larvas alimentadas com o plancton natural sofreu variagoes
conforme a sua composicido. Correlacionando as taxas de crescimento especifico diario
dessas larvas com a ocorréncia dos organismos plancténicos predominantes ao longo do
tempo, verificaram-se baixos valores para as taxas de crescimento nos seis primeiros dias,
tanto em relagcdo aos periodos subsequentes como em relagdo as larvas que receberam
nauplios de Arfemia. Nesse periodo, o plancton oferecido era composto principalmente por
rotiferos, que segundo Alvarez-Lajonchére e Molején,(1998) sdo organismos de pequeno
tamanho, entre 100 a 400um. Posteriormente, seguiu-se uma diminuicdo da freqiiéncia
desses organismos com um aumento na quantidade de copépodos em estagio de nauplios.
Nesse periodo, as taxas de crescimento das larvas gue receberam plancton aumentaram
em relagdo aos anteriores, e na Ultima amostragem, um aumento mais pronunciado ainda
pode ser constatado, coincidindo com predominancia de organismos zooplancténicos
maiores, principaimente cladéceros, seguidos de copepoditos. Essa ultima composicdo
planctonica propiciou as larvas uma taxa de crescimento especifico diario da ordem de 45%.
contra uma taxa de 24% com os nauplios de Artemia.

Um dos fatores que pode estar relacionado com essa interacdo dos organismos
vivos na dinamica do crescimento das larvas foi a variag&o no tamanho dos organismos que
compunham o plancton. Segundo Hoff e Snell (1987), uma espécie de Claddcera como a
Moina na fase adulta, que pode medir de 700 a 1500 um, & maior que o nauplio de Artemnia
(400 a 500 um) e é aproximadamente, de trés a cinco vezes maior que um rotifero adulto.
Para muitas espécies de peixes marinhos, os rotiferos sdo extremamente necessarios para
o crescimento e desenvolvimento inicial das larvas, pois apresentam tamanho, forma e

velocidade de movimento adequados bem como o valor nutricional (LUBZENS, 1981). Para
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outras, como “golden snapper” Lutjanus johnii, o fornecimento de pequenos rotiferos como
primeiro alimento causou a mortalidade total das larvas num periodo similar ao das larvas
mantidas em jejum (SCHIPP et al., 1999).

Estudos sobre a seletividade alimentar de larvas de pacu e tambaqui Colossoma
macropomum mostraram maior preferéncia dessas larvas por cladéceros desde as
primeiras alimentagbes (FREGADOLLI, 1993; SIPAUBA-TAVARES, 1993). Fregadolli
(1993) verificou que presas menores e de movimentos mais lentos, como os rotiferos e
nauplios de copépodos, foram pouco selecionados pelas larvas pacu e tambaqui, e em
apenas duas situacdes o autor constatou uma maior seletividade por nauplios e rotiferos:
como presas altemativas pela pouca disponibilidade de cladéceros e pelas larvas menores
devido a sua ineficiéncia na captura dos cladéceros. Entre as espécies de cladoceros,
Fregadolli (1993) ainda observou que as larvas selecionaram preferenciaimente Moina
micrura e Diaphanosoma birgei, e rejeitaram outras espécies (Bosmina hagmanni,
Bosminopsis deitersi, etc.).

Os nauplios de Artemia propiciaram um melhor crescimento final em relacdo ao
plancton natural provavelmente pela homogeneidade dos itens alimentares fornecidos por
todo o periodo. Boas respostas de crescimento e sobrevivéncia tém sido obtidas com a
utilizagdo de nauplios de Arfemia na criagdo das larvas de varias espécies nativas
neotropicais (FORTELLA et al, 1999, GUERRERQO, 2003; LUZ, 2004; TAKATA, 2004).
Olsen et al. (2000) comentaram que a utilizagdo do zooplancton coletado a partir de viveiros
fertlizados pode ser um procedimento que restringe a producdo de juvenis pela
impossibilidade de controle total das espécies que constituem o plancton, o tamanho e o
valor nutricional, além da contaminacgéo pela introdugéo de patégenos nocivos as larvas. No
entanto, vale ressaltar que, no ultimo periodo quando houve uma maior predominancia de
cladoceros, a taxa de crescimento especifico das larvas alimentadas com o plancton foi
praticamente o dobro da taxa proporcionada pelos nauplios de Artemnia.

Para algumas outras espécies, os nauplios de Artermia nem sempre tem se revelado

como a melhor opgdo. Larvas de Hippoglossus hippoglossus apresentaram melhor
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desenvolvimento (i.e. processos de ossificagdo, migracdo completa dos olhos e
pigmentacdo) quando alimentadas com zooplancton em comparagdo com a Arfemia,
mesmo nao havendo diferencas nas respostas de crescimento e sobrevivéncia (HAMRE et
al., 2002; SAELE et al., 2003). Segundo os autores, 0s motivos pelos quais a Arternia ficou
em desvantagem em relagéo ao plancton natural foram o tamanho da Artemia que, com o
crescimento das larvas, tornaram-se presas de pegueno tamanho em relagdo ao que o
plancton pode oferecer e as diferengas nutricionais entre esses alimentos.

Hamre et al. (2002) verificaram que o teor de aminoacidos essenciais (i.e. arginina,
metionina, isoleucina e leucina) no “pool” de aminoacidos livres da Artemia foi menor que no
de zooplancton (constituido principalmente por copépodos), embora o teor de aminoacidos
totais nao tenha diferenciado entre as duas fontes. Os copépodos constituem a maior parte
da dieta das larvas de peixes em ambientes naturais marinhos e a composicao bioquimica
desses organismos tem sido considerada como referéncia nutricional no desenvolvimento
de tecnologias para a producdo de organismos i.e. Arfemia e Brachionus plicatilis
nutricionalmente mais adequados para as larvas (EVJEMO et al. 2003). Paralelamente,
técnicas para a produgdo intensiva de determinadas espécies de copépodos tém sido
propostas (SCHIPP et al., 1999).

No presente estudo, a presenca de copépodos adultos foi prejudicial, pois os
organismos presentes no plancton eram principalmente ciclopbidas, muito deles
considerados camivoros e predadores potenciais de organismos maiores como larvas de
peixes e outros animais zooplanctonicos (cladéceros) causando lesbes as presas que
resultam na morte das mesmas (WOYNAROVICH e HORVATH, 1983; FREGADOLLI,
2003). Os copépodos carnivoros agarram-se as larvas arranhando a pele fina ou as
nadadeiras das mesmas com seus pés espinhosos, bastando poucos ciclopdides para
matar centenas de larvas (FERREIRA e SENHORINI, 1986). Fregadolli (2003) avaliou a
predacao por copepodos ciclopdidas (Thermocyclops decipiens) em larvas de pacu e
tambaqui e ilustrou as injarias causadas por esses organismos, desde lesGes nas

nadadeiras até o consumo total da larva, restando apenas a sua estrutura esquelética.
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Larvas nessas mesmas condigbes foram observadas no experimento |l do presente estudo,
quando fémeas adultas de Thermocyclops decipiens eram abundantes. A taxa média de
sobrevivéncia (49,6 + 11,.4%) nesse tratamento foi 37% menor que no experimento | (79
10%). As taxas de sobrevivéncia com a dieta 4 base de nauplios de Arfemia nos dois
experimentos foram proximas (88,3 £ 11% e 854 £ 4%, respectivamente), mostrando que
as condigbes experimentais entre os dois ensaios foram semelhantes. Copepoditos em
estagio de desenvolvimento mais tardio e fémeas adultas de Thermocyclops decipiens
foram constatados por Fregadolli (2003) como os principais responsaveis pelos ataques as
larvas.

Faria et al. (2001) também reportaram a predagdo do copépodo ciclopdida
(Mesocyclops longisetus) em larvas de pacu, e a intensificacdo da predagdo com o aumento
da densidade dos copépodos. Na maior densidade testada (30 predadores.L"), os autores
verificaram sobrevivéncia de cerca de 55%, proxima a obtida no presente estudo. Muitos
dos produtores e técnicos ndo acreditam na ocorréncia de copépodos carnivoros
predadores de larvas de peixes em regides tropicais e pequena importancia tem sido dada &
analise da composigdo plancténica nos viveiros para a criagdo das larvas, bem como sao
poucos os estudos que reportam esses tipos de copépodos predando larvas de peixes
(FREGADOLLI, 2003).

Mesmo nao sendo o alimento natural das larvas de pacu, os nauplios de Arfemnia
foram uma boa opg¢ao para o uso na sua criagdo intensiva, garantindo o desenvolvimento e
crescimento inicial, e boas taxas de sobrevivéncia. O plancton natural, em determinado
momento, proporcionou taxa de crescimento especifico superior ac obtido com os nauplios
de Artenia, mas na maior parte da criacdo essas taxas foram menores, como resultado da
variagdo de seus organismos constituintes. Conseqlientemente, ao final de 15 dias apos o
inicio da alimentacdo, as larvas apresentaram meédias de peso expressivamente diferentes
entre os tratamentos, cerca de 7 e 15mg para plancton natural e nauplios de Arfemia.

respectivamente.
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Essa alimentacdo diferenciada em nauplios de Artemia ou plancton natural também
influenciou o desenvolvimento do trato digestério dos animais. Larvas que receberam o
plancton natural apresentaram um evidente atraso na ontogenia do trato digestorio,
principalmente quanto a formacio do estémago. Como pratica convencional na criagéo
comercial de larvas de pacu, a dieta seca € um alimento usualmente fornecido aos animais.
Atrasos no desenvolvimento das larvas podem comprometer a viabilidade dessa pratica,
uma vez que o sucesso para a utilizacdo da dieta seca depende, dentre outros fatores, do
estagio do desenvolvimento larval (PERSON LE RUYET et al., 1993), principalmente o
desenvolvimento do estdmago e presenca de glandulas gastricas. Estudos com larvas da
espécie tém mostrado uma melhor eficiéncia das larvas para o aproveitamento do alimento
seco quando essas ja possuem pelo menos cerca de 10mg, em fungdo da qualidade da
dieta seca utilizada (JOMORI et al., 2005 — capitulo || da presente Tese).

Considerando que a maioria dos produtores de juvenis no Brasil adota o sistema
semi-intensivo de larvicultura, estocando as larvas em viveiros tdo logo iniciam a
alimentacdo exégena, os resultados do estudo vém ratificar a importancia que deve ser
dada ao plancton nos viveiros. O produtor deve monitorar as respostas dos viveiros as
fertilizacBes e estabelecer o seu proprio programa para esse manejo (OSTRENSKY e
BOEGER, 1998), visto que, geralmente, cada viveiro tem a sua particularidade. Na
larvicultura, os cuidados necessarios para o sucesso no procedimento da fertilizagdo dos
viveiros, visando a obtengdo de organismos vivos para a alimentacéo inicial das larvas, nao
envolvem apenas a avaliagdo quantitativa da producéo plancténica, mas sobretudo a sua
composicao.

Independentemente do sistema de criagdo adotado, a garantia de bons resultados
produtivos na larvicultura, i.e. desenvolvimento, crescimento, sobrevivéncia e saude das
larvas, depende ndo so da utilizacdo de organismos vivos, mas também de sua

disponibilidade apropriada para a espécie.
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Substituicdo precoce do alimento vivo por dieta seca na larvicultura do pacu Piaractus
mesopotamicus

Resumo - Larvas de muitas espécies de peixes dependem de organismos vivos para ¢ Seu
desenvolvimentio e crescimento inicial, mas o uso de dietas secas na criacdo das larvas tem sido
bastante desejado. Dois experimentos foram delineados com o objetivo de determinar o tempo mais
precoce para a substituicdo do alimento vivo por dieta seca na criacio de larvas de pacu Piaractus
mesopotamicus sem que haja prejuizos ao crescimento e sobrevivéncia dos animais. No primeiro
foram avaliados diferentes tempos para iniciar a retirada dos nauplios de Arfernia: apds nove, 15, 21
e 27 dias do inicio da alimentacio exodgena (lAE) utilizando-se a dieta comercial microencapsulada
(HatchFry Encapsulon, Argent, EUA). No segundo, dois tempos para a substituicdo dos nauplios, 12
e 21 dias ap6s o IAE, foram testados associando-se diferentes tipos de dieta secas: experimental
microencapsulada - EE e microaglutinada - EA; e duas dietas comerciais: C-| (Hatchfry Encapsulon) e
C-1l (Fry Feed Kyowa B, Jap&o). Ambos o0s ensaios apresentaram ainda dois tratamentos controle:
larvas em jejum (JJ) e alimentacdo com nauplios de Arfemia (A) por todo o periodo. Foram utilizadas
larvas com cinco dias de vida, iniciando a alimentagdo exdgena e ambos os estudos tiveram uma
duracdo experimental de 35 dias. No primeiro estudo, larvas alimentadas com nauplios por todo
periodo apresentaram um maior crescimento (P<0,05) e os dois tempos mais precoces para a
retirada do alimento vivo (nove e .15 dias apos |AE) proporcionaram as menores taxas de
sobrevivéncia (P<0,05), 26% seguido de 46%, respectivamente, contra medias de 70 a 78% obtidas
nos demais. No segundo experimento, as larvas alimentadas com a EE apresentaram um menor
crescimenio que as do controle “A" (P<0,05), independentemente do tempo para a retirada do
alimento vivo; ja as larvas que receberam as dietas EA e C-| apresentaram um mesmo crescimento
final (P=0,05) que as do grupo "A" quando a substituicdo do alimento vivo foi mais tardia. Os
melhores resultados foram observados com as larvas que receberam a dieta C-Il, tanto com a
retirada do alimento vivo aos 12 ou 21 dias do IAE. No momento da substituicdo aos 12 dias, larvas
desses tratamentos possuiam o trato digestivo com caracteristicas semelhantes, assim como as
larvas na substituicdo aos 21 dias. As taxas de sobrevivéncia foram menores (P<0,05) na
substituicio mais precoce, cerca de 57 a 65%, exceto com a dieta C-ll (76%), que foi semelhante as
obtidas nos grupos de larvas que tiveram o alimento vivo substituido mais tardiamente e no controle
“A”. Encorajados pelas respostas obtidas com a dieta C-ll, o fornecimento exclusivo da dieta seca
para larvas de tambem foi avaliado, obtendo-se cerca de 11% de sobrevivéncia. No presente estudo,
a possibilidade de substituir o alimento vivo mais precocemente, com larvas apresentando cerca de
13mg de peso amido (12 dias do IAE), pide ser constatada sem que fossem prejudicados o
crescimento e a sobrevivéncia dos animais em relacdo aos que receberam alimento vivo por todo
periodo. O sucesso para essa pratica na criago de larvas de pacu foi influenciado, sobretudo, pela
eficiéncia das dietas secas utilizadas.

Palavras-chaves: Piaractus mesopofamicus, larva de peixes, nauplios de Arfemia, dieta seca,
substituiclo do alimento vivo.
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Early weaning from live food to dry diet in pacu Piaractus mesopotamicus larviculture

Abstract - The larvae of many fish species depend on live organisms for their development and initial
growth; however, the use of dry diets in larval rearing has been often desired. Two experiments were
designed in order to determine the earliest time at which pacu Piaractus mesopotamicus larvae can
be weaned from live food to dry diet, without harmful effects on the growth and survival of the animals.
In the first experiment, different weaning times from Artemia nauplii to dry diet were evaluated,
beginning at: nine, 15, 21, and 27 days after the beginning of exogenous feeding using a commercial
microencapsulated diet (HatchFry Encapsulon, Argent, USA). In the second, two weaning times were
tested, 12 and 21 days after the beginning of exogenous feeding, using different types of dry diets: an
experimental microencapsulated - EE and an experimental microagglutinated — EA diet, in addition to
two commercial diets: DC-I (Hatchfry Encapsulon) and DC-1l (Fry Feed Kyowa B, Japan). Both studies
also had two control treatments: starved larvae (SV) and larvae fed Arfemia nauplii (A) for the entire
period; 5-day old larvae beginning exogenous feeding were used; the experimental period lasted 35
days. In the first study, larvae fed nauplii during the entire period showed greater growth (P<0.05),
while the two earliest live food suppression times (nine and 15 days after the beginning of exogenous
feeding) provided the smallest survival rates (P<0.05), with values of 26% followed by 46%,
respectively, against means ranging from 70 to 78% obtained at the other weaning times. In the
second experiment, larvae fed EE showed smaller growth than those in control “A" (P<0.05),
regardless of weaning time; in turn, larvae that received diets EA and C-| showed the same final
growth (P=0.05) as those in control “A" when live-foad weaning occumed later (21 days from the
beginning of exogenous feeding). The best results were observed with larvae that received DC-II, both
at early and late weaning (12 or 21 days from beginning of exogenous feeding). When the larvae were
weaned at 12 days, their digestive tracts showed similar characteristics, as well as larvae weaned at
21 days. Survival rates (ranging from about 57 to 65%) were smaller (P<0.05) at the earliest weaning
time, except for diet DC-ll (76%), which was similar to those obtained with the groups of larvae
submitted to late weaning and those in control "A”. The promising responses obtained with diet C-ll
encouraged us to evaluate larval feeding on dry diet alone as well, and a survival rate of about 11%
was obtained. In the present study, the feasibility of successfully weaning onto a dry diet was verified
for pacu larvae, and it was influenced by weaning time, but also mainly by the efficiency of the dry
diets used.

Key words: Piaractus mesopotamicus, fish larvae, Arfernia nauplii, dry diet, weaning



1. Introdugao

A disponibilidade de organismos vivos, em quantidade e qualidade adequadas, nas
primeiras alimentacbes das larvas da maioria das espécies de peixes € uma pratica
essencial, ja fundamentada e ha muitos anos preconizada. Essa dependéncia do alimento
vivo para a larvicultura acaba limitando a produgéo comercial dos juvenis. Na expectativa de
superar algumas dificuldades durante a criagdo das larvas, dietas secas gue substituam
totalmente o alimento vivo ou minimizem o periodo de sua utilizaggo sao altamente
desejaveis, pois favoreceria a produgdo em larga escala, diminuinde os gastos com a
produgdoc do alimento vivo (BELTRAN e CHAMPIGNEULLE, 1992; CAHU e
ZAMBONINO-INFANTE, 2001) e simplificando as operagées da criacdo (WATANABE e
KIRON, 1994).

Nesse sentido, nos Ultimos anos, esforgos tém sido direcionados na tentativa de
desenvolver microdietas para larvas (PLANAS e CUNHA, 1999). Para algumas espécies de
peixes, o uso de dietas secas logo no inicio do desenvolvimento larval tem sido praticado
com relativo sucesso (APPELBAUM e VAN DAMME, 1988, FERNANDEZ-DIAZ et al,
1994). No entanto, para a maioria das espécies, esse procedimento ainda apresenta uma
série de dificuldades (PERSON LE RUYET, 1989) e a supressdo total ou precoce do
alimento vivo na criagéo das larvas representa ainda um importante desafio para muitas das
espécies de peixes (CAHU e ZAMBONINO-INFANTE, 2001).

O pacu Piaractus mesopotamicus, espécie originaria da Bacia do Prata, mais
especificamente dos rios Parana e Paraguai e seus afluentes, possui ampla distribuicao
ocorrendo no Brasil, Belivia, Paraguai, Argentina e Uruguai, e destaca-se pela rusticidade
ao manejo, qualidade de sua came e boa aceitagio pelo mercado consumidor. Estudos com
larvas de pacu visando a substituicdo do alimento vivo por dieta seca tém revelado
resultados de crescimento e sobrevivéncia insatisfatorios quando o alimento vivo e
suprimido, tanto pela transicdo alimentar abruta como a gradual, (JOMORI, 1999,

MACEDO-VIEGAS et al., 2003; TESSER et al., 2005) e até mesmo apresentado ocorréncia
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de mortalidade total das larvas (em tempo similar @ mortalidade das mantidas em jejum)
quando o alimento seco & fornecido exclusivamente desde o inicio (TESSER et al., 2005).
Informacdes sobre o uso da dieta seca na larvicultura do pacu ndo estdo bem
definidas, sendo necessarios estudos complementares para possibilitar a substituicdo do
alimento vivo nessa fase. Dessa forma, o estudo prop6s avaliar varios tempos para iniciar a
substituicdo do alimento vivo, definir os melhores momentos para isso e investigar a
influéncia de diferentes dietas secas na substituicdo do alimento vivo de forma bem

sucedida.

2. Material e Métodos

Dois estudos sobre a transigdo do alimento vivo para o seco foram delineados,
avaliando-se os possiveis efeitos desse procedimento no crescimento e sobrevivéncia das
larvas e no desenvolvimento do trato digestério. No primeiro, foram verificados diferentes
tempos para a retirada total do alimento vivo utilizande uma dieta comercial
microencapsulada e, no segundo, baseado nas informagdes do primeiro, dois tempos para
iniciar a substituicdo do alimento vivo foi testado associados as diferentes dietas secas,

experimentais e comercias.

Condigbes expenimentais gerais

Os experimentos foram realizados sob condigtes laboratoriais semelhantes. Larvas
de pacu obtidas por reproducdo induzida, com cinco dias apds a eclosdo e iniciando a
alimentagao exégena, foram estocadas numa densidade de 10 larvas.L', em tangues de
polietileno com 100 litros de agua proveniente de pogo artesiano, em fluxo continuo, e com
aeracido artificial constante. Os parametros limnolégicos (média e desvio padrao)
observados nos dois experimentos foram 6,80 + 1,50 mg.L™"; 175 + 10 pS.cm” e 7,5 £ 1,0
para oxigénio dissolvido, condutividade e pH, respectivamente. As médias de temperatura
apresentaram variagbes de 28,5 a 30,5 °C, entre manha e tarde. Os residuos acumulados

no fundo dos tanques eram diariamente removidos por sifonamento.
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Experimento | — Substituigao do alimento vivo por dieta seca em diferentes tempos

Larvas apresentando médias de comprimento total de 5,3 £ 0, 1mm e peso umido de
0.5 £ 0,03mg foram alimentadas exclusivamente com nauplios de Artemia ou submetidas ao
processo de substituigdo do alimento vivo por dieta seca (comercial microencapsulada
Hatchfry Encapsulon — Argent, EUA) apés nove, 15, 21 e 27 dias do inicio. Os tratamentos

alimentares estio descritos na Figura 1.

Dias apos o inicio da alimentacdo exogena
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Figura 1. Esquema dos tratamentos alimentares e quantidade de nauplios de Arfemia oferecida as

larvas de pacu Piaractus mesopotamicus.

No estudo foram avaliadas a substituicdo abrupta, a partir de nove dias, e a
sobreposi¢cdo dos alimentos (alimentagdo mista), por um periodo de seis dias, antes da
retirada total do alimento vivo nos demais tratamentos. Os nauplios de Arfemia e dieta seca
foram oferecidos na freqléncia de quatro vezes ao dia e, durante a fase de alimentagao

mista, o alimento vivo foi diminuido gradualmente nas proporgcées de 25%, 50 e 75%, a
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cada dois dias, em relacdo a quantidade de nauplios oferecida no respectivo periodo. O
experimento foi conduzido segundo um delineamento inteiramente casualizado, constituido

de cinco tratamentos, com cinco repetigées cada e teve uma duracdo de 35 dias.

Avaliagdo do crescimento e sobrevivéncia das larvas

Para a avaliacao do crescimento, 50 larvas de cada repeticio foram coletadas, aos
6, 9, 15, 21, 27 e 35 dias apds o inicio da alimentagdo (fixadas em formol a 10% e
preservadas em alcool a 70%). Determinou-se o comprimento total (mm) e o peso umido
individual (mg), usando-se paquimetro digital (larvas menores que 10 mm foram medidas
sob microscopio estereoscopico) e balanga analitica digital. No final do experimento,
tambem foram determinadas as taxas de sobrevivéncia em cada tratamento.

Os resultados de crescimento e sobrevivéncia foram analisados estatisticamente
através da Andlise de Variancia Paramétrica (ANOVA), pelo teste F de Fischer-Snedecor
(ZAR, 1998), considerando-se os resultados meédios das réplicas de cada parcela
experimental. Para os resultados que apresentaram diferengas significativas entre os
tratamentos (P<0,05), as medias foram comparadas pelo teste de Tukey, ao nivel de 5% de
probabilidade. Todas as variaveis biométricas foram avaliadas quanto a normalidade

(Shapiro-Wilk) e homocedasticidade das variancias (Bartlett). Os dados de sobrevivéncia

foram transformados em y = arc sen+/x/100, sendo x o valor da porcentagem de

sobrevivéncia.Todas as analises e transformacgbes foram analisadas através de programa

SAS - Statistical Analysis System (SAS Institute Inc, v.8).

Experimento |l — Diferentes dietas secas como substitutos, precoce e tardio, do

alimento vivo

Larvas com médias de comprimento total de 5,7 + 0,1mm e peso de 0,56 + 0,04mg
foram submetidas a transicdo alimentar apos 12 e 21 dias do inicio da alimentacao
exogena. Quatro dietas secas foram testadas, sendo duas dietas experimentais:

experimental microencapsulada (EE) e dieta experimental microaglutinada (EA), e mais
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duas comerciais: (C-I) comercial microencapsulada HatchFry Encapsulon, Argent - EUA; e
(C-1l) comercial FryFeed Kyowa B, Kyowa Hakko Kogyo, Japdo. Além das dietas secas, dois
grupos foram utilizados como controle, larvas alimentadas somente com nauplios de
Artemia por todo periodo (A) e larvas mantidas em jejum (JJ). Os tratamentos alimentares

delineados s&o apresentados na Figura 2.
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Figura 2. Representacdo esquematica dos diferentes momentos para a substituicdo do alimento vivo e
dos protocolos alimentares adotados no experimento. A12 e A21 significam alimento vivo por 12 e 21
dias. respectivamente, seguido exclusivamente pelas dietas secas, experimentais ou comerciais.

Mo periodo de alimentagio mista, as quantidades de nauplios de Artemia foram
decrescentes na proporgcao de 25 e 50%, a cada trés dias, em relacdo as quantidades do
respectivo periodo. As dietas comerciais | (HatchFry Encapsulon) e Il (FryFeed Kyowa B),
apresentaram, respectivamente, composi¢cdo quimica (analisada) em cerca de 52 e 51% de
proteina bruta; 12 e 9% de matéria mineral; 11 e 15% de extrato etereo e 4700 e 5200
calorias de energia bruta/grama. As informacdes das dietas experimentais estdo na Tabela

1. O tamanho de particula das dietas secas variou de 250 a 450 um e o fornecimento foi a
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vontade, seis vezes ao dia. A produgdo experimental de dieta microencapsulada para larvas
de peixes € uma atividade inédita e pioneira no Brasil, e foi realizada em parceria com o
Laboratério de Controle de Qualidade da Faculdade de Engenharia de Alimentos da

UNICAMP.

Tabela 1. Formulacdo e composi¢do quimica analisada das dietas experimentais.

Dietas experimentais
Ingredientes (%) i

Microencapsulada (EE) Microaglutinada (EA)
Silagem de Pacu (inteiro) 15,00 11,20
Hidrolisado de peixe 5,00 5,00
Filé de pacu 28,00 -
Farinha de sangue - 20.00
Soja texturizada - 16,90
Levedura desidratada 9,00 10,00
Owvo integral desidratado 16,40 -
Clara integral 11,60 -
Amido de armoz 12,50 5.40
Gémmen de trigo - 3,00
Camaréo inteiro - 12,00
Oleo de figado de bacalhau - 5.00
Mistura mineral e Vitaminica 250 1,50
Composigdo analisada (%)
Matéria Seca 93,22 89,33
Proteina Bruta 44 71 43,62
Matéria Mineral 483 6,07
Extrato Etéreo 18,59 13,78
Energia Bruta {CaUgL 5.323,23 4 346 44

Analises bromatoldgicas foram realizadas conforme metodologia descrita pela A.O.A.C. (1984).

O experimento 1l foi conduzido em delineamento inteiramente casualizado,
constituido por dez tratamentos, com trés repetigdes, e teve uma duracdo de 35 dias. As
coletas, realizadas aos 6, 12, 15, 21, 27 e 35 dias apés o inicio, e as avaliaches para o
crescimento e sobrevivéncia foram realizadas de maneira semelhante ao experimento

anterior. Para complementar as informagdes de crescimento, uma analise mais minuciosa
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foi realizada na ultima amostragem, através da separacdo dos animais em classes de
tamanho.

Tendo em vista os resultados obtidos com a dieta comercial FryFeed Kyowa B, um
outro ensaio foi realizado para averiguar a possibilidade do fornecimento exclusive de dieta
seca na alimentagao das larvas de pacu. Assim, animais iniciando a alimentacdo exégena
foram alimentados exclusivamente com essa dieta seca ou alimento vivo e, um outro grupo,
mantido em jejum. O experimento foi realizado nas mesmas condigbes experimentais que

os anteriores, com cinco repeticoes e tendo uma duragao de 35 dias.

Analise da solubilidade das dietas secas na agua

As dietas secas foram avaliadas qualitativamente quanto & solubilidade da particula
apos diferentes periodos de permanéncia na agua. As analises foram realizadas no
Laboratério de Controle de Qualidade da Faculdade de Engenharia de Alimentos da

UNICAMP, Sao Paulo, segundo a metodologia adapatada de Lee e Rosenberg (2000).

Avaliacdo histologica do trato digestério das larvas

Amostras de larvas foram coletadas ao longo do experimento, simultaneamente as
coletas para as avaliacboes do crescimento. Os animais foram fixados em formol 10%
tamponado, por 24 horas e, em seguida, preservados em alcool 70%.

Para a caracterizacado da morfologia do aparelho digestério de larvas de pacu (n =3),
estas foram incluidas em Historesin® (Leica-Gemany). As larvas fixadas foram submetidas
ao processo de pré-infiltragao com solucao de glicol-metacrilato e ativador (embedding kit —
Leica) e etanol a 80 % em diferentes concentragdes (1:3, 1:1, 3:1 v/v), durante 3 horas. Em
seguida, o material foi embebido em glicol-metacrilato (mescla de infiltracdo) durante 1 hora.

Posteriormente, o material foi incluido em solugdo de pré-inclusao (glicol-metacrilato
+ ativador) com endurecedor, em molde histoldégico. Apds endurecimento parcial da

solugcdo, os blocos foram colocados em estufa a temperatura de 45 °C por
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aproximadamente 72 horas, para a polimerizacdo e endurecimento total. Cortes histologicos
de trés micrémetros de espessura foram obtidos com a utilizagdo de navalhas de vidro e

posteriormente corados com Azul de Toluidina a 1% (AT) e Fucsina basica a 0,5 % (FUC).

3. Resultados

Experimento | — Substituicdo do alimento vivo por dieta seca em diferentes tempos

Os resultados das anadlises estatisticas referentes aos valores médios de
comprimento total e peso mostraram efeitos altamente significativos (P<0,01) para os
tempos de substituicdo do alimento vivo. Os efeitos dos tratamentos ficaram claramente
evidenciados observando-se o crescimento dos animais ao longo do tempo (Figura 3).

Ateé seis e nove dias, periodos em que as larvas recebiam as mesmas quantidades
de alimento vivo, as medias entre todos os tratamentos foram praticamente semelhantes,
7.47 * 0,05mm e 8,72 + 0,6mm para comprimento total e 1,73 + 0,08mg e 3,72 + 0,14mg
para peso, respectivamente. Ja na analise realizada aos 15 dias, primeiro periodo apés a
substituicdo total ou a diminuicdo do alimento vivo, as larvas que passaram por esses
processos, AsD e A15D, respectivamente, j@ diferiram das demais (P<0,05). que
continuaram recebendo nauplios de Arternia. Esse mesmo efeito também foi observado
posteriormente, aos 21 e 27 dias, nos tratamentos que sofreram a transicdo alimentar mais
tardiamente, A21D, e A27D, respectivamente, nos quais as taxas de crescimento das larvas
diminuiram com o fornecimento de menocres quantidades de nauplios na alimentacio mista
e, na seqléncia, com a retirada total desse alimento.

A substituicdo do alimento vivo em diferentes tempos influenciou (P<0,05) também
na sobrevivéncia dos animais (Figura 4). A menor média foi verificada no procedimento mais
precoce (AsD), 26 + 4%, seguido pelo tratamento que recebeu a alimentagdo mista em
quantidades decrescentes de nauplios a partir de nove dias (A15D), de 46 + 9%. Nos demais
tratamentos, A, A21D e A27D, as médias de sobrevivéncia ndo diferiram (P=0,05) da taxa

obtida com o fornecimento do alimento vivo foi por todo periodo (~ 69 a 78%).
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Figura 3. Valores médios de comprimento total (3A) e peso (3B) das larvas de pacu Piaractus
mesopotamicus submetidas a diferentes tempos para a substituicdo do alimento vivo por dieta seca.
A alimento vivo por todo o periodo; ASD, A15D, A21D e A27D: alimento vivo por nove, 15, 21 e 27
dias, seguido somente de dieta seca; nos A15D, A21D e A27D: seis dias de alimentacio mista antes
da substituicao total do alimento vivo.
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Figura 4. Valores médios das taxas de sobrevivéncia de larvas de pacu Piaractus mesopotamicus
submetidas a diferentes tempos para a substituicdo do alimento vivo por dieta seca, ao final de 35
dias apds inicio da alimentacio exdgena. A: alimento vivo por todo periodo; ASD, A1sSD, A21D e
A27D: alimento vivo por nove, 15, 21 e 27 dias, seguido somente de dieta seca: nos A15D, A21D e
AZ27D: seis dias de alimentacdo mista antes da substituicgo total do alimento vivo. Médias sequidas de
mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (P> 0,05).

Experimento Il — Diferentes dietas secas como substitutos, precoce e tardio, do

alimento vivo

Resultados de crescimento e sobrevivéncia e desenvolvimento do trato digestério

Os resultados das analises estatisticas mostraram efeitos altamente significativos
{P<0,01) para os tratamentos. As médias de peso comparadas pelo teste de Tukey (Tabela
2) mostraram que aos seis dias de experimento o Unico tratamento que diferenciou foi o
mantido em jejum (P<0,05), pois nos demais tratamentos. as larvas estavam recebendo as
mesmas quantidades de alimento vivo, embora nos tratamentos A12, as respectivas dietas
secas ja faziam parte da alimentacéo diaria das larvas.

Nessa fase, seis dias ap6s o inicio da alimentagdo exogena, as larvas que

receberam nauplios de Arfemia (~1,5 a 2mg) apresentavam a regido correspondente ao
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futuro estdmago ligeiramente mais desenvolvida que as das larvas iniciais (~0,5mg) e das
mantidas em jejum (~0,3mg) (Figuras 5A, 5B e 5C). A mucosa estava revestida em algumas
regibes por um epitélio cilindrico simples variando para pavimentoso simples em outras
partes. A maior diferenga entre as larvas inicial, jejum e alimentada foi evidenciada no
desenvolvimento do intestino (Figuras 6A, 6B e 6C). Enquanto larvas alimentadas com
nauplios de Artemia ja apresentavam varias vilosidades preenchendo quase toda a luz da
regido média do intestino, e células caliciformes presentes, as larvas em jejum possuiam a

mesma regido com um aspecto plano.

Tabela 2 - Valores médios de pesc umido (mg) das larvas de pacu FPiaractus mesopotamicus
submetidas a dois tempos de substituicdo do alimento vivo com diferentes dietas secas.

Dias apos o inicio da alimentacdo exdgena

Tratamentos

6 12 15 21 27 35
A 1,85+0,1° 158+04° 322+49° 691+21° 1526+11,0° 287,74951°
Jejum 0,2740,05°  0,25+0,07° = ’ . -
Al12 -EE 1,5¢0,1 ¢ 128:25% 123+19° 120+16° 17,7+198° 27.3+32°
Al2 -EA 1,7¢02° 129+07% 132+02° 249+52° 322+22° 76,0%70°
Al G 1,5¢0,1° 12,3+08° 126+21° 31,9+43° 525:86% 206,04680°
Al2-CII 1,703 2 126408 159+08° 446+26° 943+139° 601+1230°
A21 -EE 21057 13,9+08°% 256+06° 471+22° 428+29° 79.1+143°
A21 -EA 2,1+03° 14,20£07% 27,5+12°% 483+43° 850+130° 306,24593°
A21 -C1 2,1+02* 14,5¢16° 265416 * 453+92° 77.3+158™ 2856+523°
A21-CII 22+0,1° 152421° 269+51° 60,1#60°% 1420+166° 650,432 1°

Médias seguidas de mesma letra (na vertical) ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (P> 0,05).

A: somente alimento vivo; A12 e A21 significam alimento vivo por 12 e 21 dias, respectivamente,
seguido exclusivamente pelas dietas secas, experimentais ou comerciais. EE: dieta experimental
microencapsulada; EA: diela experimental microaglutinada; C-I1 dieta comercial HatchFry
Encapsulon; C-lI: dieta comercial FryFeed Kyowa B.

Apos 12 dias de alimentagdo, as larvas dos tratamentos A12, gue ja vinham

recebendo uma quantidade menor de alimento vive ha seis dias, praticamente nao diferiram
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(P=0,05) quanto ao peso daquelas que continuaram recebendo os nauplios em guantidades
crescentes, mesmo que tenham apresentado médias ligeiramente inferiores. Provavelmente
a diminuicdo do alimento vivo ndo foi o suficiente para suprimir o crescimento nesses
animais no respectivo periodo. Da mesma maneira, o fomecimento da dieta seca desde o
inicio nos tratamentos A12, aparentemente ndo provocou efeito no crescimento das larvas
que pudesse indicar alguma vantagem. Nas larvas mantidas em jejum, que apresentaram
as menores médias (P<0,05), observou-se mortalidade total no 13° dia da alimentagcio
exogena.

As diferengas no desenvolvimento do trato digestério foram bastante evidentes entre
o periodo de seis a 12 dias. As larvas alimentadas com nauplios de Arfermia (A ~16mg) ja
apresentavam o estdmago formado por duas regides, uma glandular e outra aglandular;
porém, ainda nao era possivel a distincio da regido cardica e pilorica (Figura 7A). Por outro
lado, larvas do grupo A12 (~12 a 13 mg) apresentaram-se numa fase um pouco anterior em
relacdo ao observado nas larvas A: o estdbmago também possuia as regides glandular e
aglandular, mas ainda estava num formato mais sacular (Figura 7B). No citoplasma das
celulas das glandulas gastricas finas granulagdes coradas fortemente pela Fucsina Basica
foram observadas, constituindo, provavelmente, granulos de zimogénio. (Figuras 7C e 7D).
O intestino apresentou padrao similar entre todos os tratamentos e com desenvolvimento
mais avangado em relacdo ao da amostragem anterior, com vilosidades mais altas,
presenca de células caliciformes e inclusdes supranucleares no citoplasma dos enterocitos.
(Figura 8A). O figado exibiu hepatdcitos com nucleo central; porém, em algumas regides foi
observado o deslocamento do nucleo para a periferia da célula indicando o acumulo de
substancia de reserva. No pancreas constatou-se grande quantidade de granulos maduros
de zimogénio, indicando alta atividade secretora dessas células exocrinas (Figuras 8B e
8C). As larvas em jejum praticamente ndo se desenvolveram (Figura 8D)

A partir de 15 dias, a supressao total do alimento vivo no grupo A12 mostrou o seu
efeito no crescimento, larvas desse grupo apresentaram médias de peso menores (P<0.05)

que as dos demais tratamentos (Tabela 2). Entre as larvas do grupo A12, o melhor resultado
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de crescimento foi proporcionado pela dieta comercial Il, ainda que estatisticamente com
medias semelhantes. A tendéncia de separacao das medias em dois grupos (A12 e A21)
logo passa a ndo depender apenas do tempo de recebimento do alimento vivo, como o
verificado a partir de 21 dias, quando o que prevaleceu na diferenciacdo do crescimento
entre os tratamentos foram os tipos de dietas secas oferecidas as larvas, e esse efeito ficou
cada vez mais evidente ao longo da alimentagdo. Assim, aos 21 dias, apds o periodo em
que os tratamentos A21 ja n&o recebiam mais quantidades crescentes de alimento vivo, a
dieta comercial Il proporcionou as larvas médias semelhantes (P>0,05) as obtidas com o
fornecimento crescente de alimento vivo (A). As larvas que receberam as dietas
experimentais e a comercial | apresentaram um menor crescimento nesse periodo e tiveram
as meédias igualadas (P>0,05) as das larvas A12 - dieta comercial Il.

As respostas de crescimento mantiveram-se bastante variaveis entre os tratamentos
e influenciadas pela dieta seca utilizada. As larvas alimentadas com a dieta comercial |l
(FryFeed Kyowa B), independente do tempo em que ocorrera a substituicdo do alimento
vivo, apos 12 ou 21 dias, atingiram um mesmo crescimento (P>0,05) ao final de 35 dias.
Esses tratamentos apresentaram também médias superiores aos demais (P<0,05), i.e.
valores de 601 a 650mg de peso Umido para A12 e A21, respectivamente, contra médias de
27mg para A12-dieta experimental microencapsulada e 280mg com nauplios por todo o
periodo. De outra maneira, as medidas de comprimento total dos animais separados por
categorias de tamanho (Figura 9 e Anexo 1) ilustram bem essa variagdo no crescimento
final em fun¢&o das diferentes dietas secas que foram administradas.

Na ontogenia do trato digestorio, as larvas A12 também mostraram a formacdo do
estbmago numa fase mais atrasada. Aos 15 dias, larvas A e A21, que continuaram
recebendo alimento vivo, ja apresentavam a mudanga morfolégica do estémago com a
formacg&o das regides cardica e pildrica (Figuras 10 A e 10B). A regido cardica do estdmago
apresentou na mucosa um epitelio cilindrico simples, com os nucleos celulares em
diferentes posigdes e abaixo desse epitélio ocorreu glandulas tubulo-alveolares,

caracterizando a regido glandular do estémago. A regido pilorica apresentou a mucosa
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constituida por um epitélio cilindrico simples baixo, sem glandulas gastricas, caracterizando
a regido aglandular do estdmago. As camadas submucosa e muscular apresentaram-se
bem desenvolvidas. Nas larvas do grupo A12 essas diferenciagbes no trato digestério so
foram visualizadas na amostragem referente aos 21 dias, e apenas nas larvas do
tratamento que recebeu a dieta comercial || (Figura 11A). As larvas do grupo A12 dos
demais tratamentos ainda apresentavam o estdmago com um formato mais sacular (Figura
11B). O intestino mostrou desenvolvimento semelhante entre os tratamentos (Figura 124).
Nessa ultima amostragem, observou-se a presenga do pancreas intra-hepatico nas larvas
dos grupos A e A21 (Figura 12 B), e o melhor padrdo de organizagéo do figado, com nucleo
central e citoplasma réseo, foi verificado nos animais do tratamento A21-dieta EE.

Os resultados de sobrevivéncia também foram influenciados pelas diferentes
alimentagdes (Figura 13). Taxas de sobrevivéncia com médias de 76% foram verificadas
com a substituicdo precoce do alimento vivo (A12-dieta comercial ), valores que foram
semelhantes ao obtido com o controle alimento vivo por todo o periodo. Por outro lado,
taxas menores (P<0,05), cerca de 57+ 2% (A12-dietas EA e comercial |), também foram
observadas entre os tratamentos do grupo A12. Diferente dos resultados de desempenho,
as menores medias de sobrevivéncia ndc foram obtidas nos tratamentos com a dieta
experimental microencapsulada (EE). Entre todos os valores, médias de 66 + 4% e de 78 +

3% foram averiguadas nos tratamento A12 e A21 com a dieta EE, respectivamente.




Figura 5 - Fotomicrografias do trato digestério de larvas de pacu Piaractus mesopotamicus.

Figura 5A — Trato digestério de larva de pacu no inicio da alimentagio exogena (primeiro
dia do experimento) evidenciando o esdfago (E) com células mucosas (CM), figado (F) e

regido presuntiva do estdmago (TD). Larva com cinco dias de vida. 200x. At/Fuc.

Figura 5B — Trato digestério de larva de pacu mantida em jejum (tratamento jejum)
evidenciando o eséfago (E) com células mucosas (CM), figado (F) e regido presuntiva do
estdmago (TD), apds seis dias do inicio do experimento. Larva com 10 dias de vida. 200x.

At/Fuc,

Figura 5C — Trato digestério de larva de pacu alimentada com nauplios Arternia (tratamento
A), evidenciando células mucosas (CM), figado (F), e o desenvolvimento do tubo digestorio
(TD) (a regido presuntiva do estdbmago), apds seis dias do inicio a alimentagcdo exogena.

Larva com 10 dias de vida. 200x. At'Fuc.






Figura 6 - Fotomicrografias do trato digestorio de larvas de pacu Piaractus mesopotamicus

Figura 6A — Larva de pacu no inicio da alimentagdo exdgena (primeiro dia do experimento)

evidenciando o intestino (I) e pancreas (P). Larva com cinco dias de vida. 200x. At/Fuc.

Figura 6B — Larva de pacu mantida em jejum evidenciando o intestino (I}, apos seis dias de

experimento. Larva com 10 dias de vida. 200x. At/Fuc.

Figura 6C — Larva de pacu alimentada com nauplios Artemia (tratamento A), evidenciando
as vilosidades no intestino (V) com presenca de células caliciformes (CC), apos seis dias do

inicio da alimentagdo exogena. Larva com 10 dias de vida. 200x. At/Fuc.






Figura 7 - Fotomicrografias do trato digestério de larvas de pacu Piaractus mesopotamicus

apos 12 dias do inicio da alimentacdo exégena (larvas com 16 dias de vida).

Figura 7A — Larva alimentada com nauplios de Arfemia em quantidades crescentes por
todo o periodo (tratamento A), evidenciando o estdbmago com tinica muscular bem
desenvolvida (TM), regio glandular (G) e aglandular (AG), e secgbes transversais dos

cecos piloricos (CP). 100x. At/Fuc.

Figura 7B — Larva alimentada com nauplios de Arfermia em quantidades decrescentes entre
o 6° e 12° dia do inicio da alimentagéo exogena (tratamento A12-dieta C-ll), evidenciando o

estdbmago com regi&o glandular (G) e aglandular (AG) e pancreas (P). 100x. At/Fuc.

Figura 7C — Larva alimentada com nauplios de Artemia em quantidades decrescentes entre
0 6° e 12° dia do inicio da alimentacio exégena (tratamento A12-dieta C-l), detalhando as

glandulas gastricas (GG). 200x. At/Fuc.

Figura 7D — Larva alimentada com nauplios de Artemia em quantidades decrescentes entre
o 6° e 12° dia do inicio da alimentagio exdgena (tratamento A12-dieta C-l), evidenciando
granulagdes aciddfilas (seta) no citoplasma das celulas das glandulas gastricas. 1000x.

At/Fuc.
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Figura 8 - Fotomicrografias do trato digestério de larvas de pacu Piaractus mesopotamicus

aos 12 dias do inicio a alimentagio exégena. Larva com 16 dias de vida.

Figura 8A — Larva de pacu alimentada com nauplios Arfernia (tratamento A), evidenciando
o pancreas (P) e as vilosidades no intestino com presenca de células caliciformes (CC).
200x. At/Fuc.

Figura 8B — Larva de pacu alimentada com nauplios de Arfemia em gquantidades
decrescentes entre o 6° e 12° dia do inicio da alimentagdo exdgena (tratamento A1z-dieta
C-l), evidenciando o pancreas (P) com granulos de zimogénio acidodfilos, e secgdes

transversais dos cecos piléricos (CP). 200x. At/Fuc.

Figura 8C — Larva de pacu alimentada com nauplios de Artemia em quantidades
decrescentes entre o 6° e 12° dia do inicio da alimentacao exégena (tratamento A12-dieta

C-l), evidenciando granulos maduros de zimogénio (Z). 1000x. At/Fuc.

Figura 8D — Larva de pacu mantida em jejum evidenciando o intestino (I) com mucosa

plana. 200x. At/Fuc.
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Figura 9. Distribuicdo das larvas de pacu Piaractus mesopotamicus em classes de tamanho {mmj}
obtida ao final de 35 dias do inicio da alimentacdo exogena. A: somente alimento vivo; A12 e A21
significam alimento vivo por 12 e 21 dias, respectivamente, seguido exclusivamente pelas dietas
secas, experimentais ou comerciais. EE: dieta experimental microencapsulada; EA: dieta
experimental microaglutinada; C-I: dieta comercial HatchFry Encapsulon; C-l: dieta comercial
FryFeed Kyowa B.



Figura 10 - Fotomicrografias do trato digestério de larvas de pacu Piaractus mesopotamicus

aos 15 dias do inicio da alimentagio exdgena (larvas com 19 dias de vida).

Figura 10A — Larva alimentada com nauplios de Artemia em guantidades crescentes por
todo o periodo (tratamento A), evidenciando o estdmago formado por duas camaras
distintas, a cardica-glandular (G) e a pilérica-aglandular (AG); e seggbes transversais dos

cecos piléricos (CP). 100x. At/Fuc.

Figura 10B - Larva alimentada com nauplios de Artemia em quantidades decrescentes entre
0 6° e 12° dia do inicio da alimentacio exogena, seguido exclusivamente da dieta seca
(tratamento A12-dieta EE), evidenciando o estdmago ainda em forma sacular com regido

glandular delgada (G). 100x. At/Fuc.
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Figura 11- Fotomicrografias do trato digestério de larvas de pacu Piaractus mesopotamicus

apos 21 dias do inicio da alimentacdo exégena (larvas com 25 dias de vida).

Figura 11A — Larva alimentada com nauplios de Arfemia em quantidades decrescentes
entre o 6° e 12° dia do inicio da alimentacdo exdgena, seguido exclusivamente da dieta
seca - tratamento A12-dieta C-ll, evidenciando o estdbmago formado pelas regides cardica-

glandular (G) e pilérica-aglandular(AG), cecos piloricos (CP) e pancreas (P). 40x. At/Fuc.

Figura 11B — Larva alimentada com nauplios de Arfemia em quantidades decrescentes
entre o 6° e 12° dia do inicio da alimentagdo exogena, seguido exclusivamente da dieta
seca - tratamento A12-dieta C-l, evidenciando o estdmago de forma ainda sacular com

regido glandular (G) e aglandular (AG), e cecos piloricos (CP). 40x. At/Fuc.
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Figura 12 - Fotomicrografias do trato digestério de larvas de pacu Piaractus mesopotamicus

apés 21 dias do inicio da alimentagio exégena (larvas com 25 dias de vida).

Figura 12A - Larva alimentada com nauplios de Artfemia em quantidades decrescentes
entre o 15° e 21° dia do inicio da alimentagdo exdgena (tratamento A21-dieta EE),
evidenciando o intestino proximal (IP) em comunicagio (asterisco) com os cecos piléricos

(CP). 100x. At/Fuc.

Figura 12B — Larva alimentada com nauplios de Arfemia em quantidades crescentes por
todo o periodo (tratamento A) evidenciando o figado (F) e pancreas intra hepatico (PIH).

200x. At/Fuc.






58

100
2 g - —1A12

80 1 b Eég o P
E EA

70 4
C-l o | |

i ,.4.\_}.:}
[ %]
(%]
|_i_|

60 -
50 -
40 -
30 -
20
10

J
“h

Sobrevivéncia (%)

RS B BT F - [ S B AT R 2 4
R S R R R

A EE EA C-l cil E

Tratamentos

Figura 13. Valores medios das taxas de sobrevivéncia de larvas de pacu Plaractus mesopotamicus, ao
final de 35 dias do inicio da alimentacio exdgena. A: somente alimento vivo, A12 e A21 significam
alimento vivo por 12 e 21 dias, respectivamente, seguido exclusivamente pelas dietas secas,
experimentais ou comerciais. EE: dieta experimental microencapsulada; EA: dieta expenmental
microaglutinada; C-I: dieta comercial HatchFry Encapsulon; C-lI: dieta comercial FryFeed Kyowa B.
Médias segquidas de mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (P> 0,05).

O desempenho dos animais com o fomecimento exclusivo da dieta seca (FryFeed
Kyowa B) revelou resultados inesperados (Figura 14). Embora as taxas de sobrevivéncia
tenham sido baixas, 11% contra 70% com a alimentacdo a base de nauplios (P<0,05), pela
primeira vez foi demonstrado que as larvas de pacu foram capazes de sobreviver apenas
com a dieta seca desde a primeira alimentagao (Figura 14B).

As larvas que receberam nauplios de Arfemia apresentaram sempre um maior
crescimento (P<0,05), e as alimentadas somente com dieta seca praticamente nao
aumentaram as medidas de comprimento e peso nos primeiros seis dias da alimentagdo
(Figuras 14A e 14C), mantendo-as semelhantes as medias das larvas que estavam em
jejum (P=0,05). A partir de nove dias, as larvas em jejum sofreram uma diminuicdo no valor

do peso e as alimentadas com a dieta seca comegaram a evidenciar ligeiros ganhos em
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comprimento e peso, até o final. Como houve um grande aumento no valor absoluto do
peso, que foi de 0,4mg da larva inicial até cerca de 140mg ao final de 36 dias, para melhor
visualizar o aumento no peso obtido a cada periodo analisado, as medias foram
apresentadas em duas partes. O lado esquerdo da Figura 14C evidencia o crescimento em
peso até 12 dias de alimentagdo, que nesse tempo variou numa amplitude de 0,4 até 11mg;
o lado direito ilustra o peso referente aos 12 dias até o final, quando houve grande
incremento nos valores dessa variavel, de 11 a 140mg. A mortalidade total do grupo
mantido em jejum foi observada por volta do 11° dia do inicio da alimentacdo exdgena.

Na ontogenia do trato digestorio as larvas alimentadas exclusivamente com a dieta
seca também apresentaram um atraso no desenvolvimento em relacdo ao das larvas que
receberam nauplios de Arfemia por todo o periodo (A) ou por pelo menos 12 dias (A12),
principalmente quanto a formagao do estdmago. Animais com 30 dias apds o inicio da
alimentagdo exogena apresentavam o estdmago ainda de forma sacular com delgadas
regides glandular e aglandular (Figuras 15A e 15B). O intestino, embora tenha se
desenvolvimento mais lentamente, apresentou vilosidades com vacuolos e inclusdes

supranucleares aparentes (Figura 15C).



a4 100 - B
22 1 904 i
=
E ] " T
E 16 &
E 144 ; n 0
o 12 i 2 sp]
£ 10] i gt
% '“:'—_ ;' .E 404
p o I O 1
‘é : ] E 5 304
S 4] E @ 20
2 , 10+
04 d o
Dias apds o inicio da alimentagdo exdgena
fo.r G - 140
] N Jejum B 1130
[ 7] Dieta Seca 1120
[TE Mauplios de Arfernig I 1110

Peso (mg)

{Bw) osad

T 15 18 21 24 27 30 33 36 9

Dias ap6s o inicio da alimentag@o exdgena

Figura 14. Valores médios de comprimento total, peso dmido e sobrevivéncia de larvas de pacu
Piaractus mesopotamicus alimentadas exclusivamente com dieta seca ou nauplios de Arfemia e
larvas mantidas em jejum. C: crescimento em peso até 12 dias de alimentacao (eixo y da esquerda) e
de 12 a 36 dias (eixo y da direita). A e C: animais alimentados com nauplios apresentaram sempre
maiores médias (P>0,05) pelo teste de Tukey; asterisco (*) expressa maior média (P<0,05) para as
] larvas que receberam dieta seca em relagdo as larvas mantidas em jejum. B: (*) expressa maior
} média de sobrevivéncia para as larvas que receberam nauplios (P<0,05).




Figura 15 - Fotomicrografias do trato digestorio de larvas de pacu Piaractus mesopotamicus

apos 30 dias do inicio da alimentagio exdégena (larvas com 34 dias de vida).

Figura 15A — Larva de pacu alimentada exclusivamente com dieta seca evidenciando o
atraso do desenvolvimento do estdmago, ainda de forma sacular, com regido glandular

delgada (G) e aglandular (AG), e o intestino (I). 40x. At/Fuc.

Figura 15B — Larva de pacu alimentada exclusivamente com dieta seca detalhando as

regides glandular (G) e aglandular (AG) do estémago. 100x. At/Fuc.

Figura 15C — Larva de pacu alimentada exclusivamente com dieta seca evidenciando as

vilosidades (V) no intestino com vacuolos e inclusées supranucleares. 100x. At/Fuc.
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Anélise de solubilidade das dietas secas na agua

Os resultados de solubilidade das dietas secas na agua indicaram que a maior parte
da lixiviacdo dos nutrientes ocorreu principalmente nos primeiros 30 minutos (Tabela 3). De
outra maneira, comparando-se as dietas, verificou-se que a comercial Il (Fry Feed Kyowa B)
apresentou um menor percentual de solubilidade, independente do tempo de exposicdo. Ja
as dietas experimental microaglutinada e comercial | apresentaram resultados quase
similares, tendo a primeira um grau de estabilidade ligeiramente maior. A dieta que mostrou
uma maior perda de nutrientes, desde a primeira avaliagdo aos 30 minutos em contato com

a agua, foi a experimental microencapsulada.

Tabela 3. Valores médios e desvio padréo da solubilidade (em solidos totais) das diferentes
dietas secas utilizadas como substituto do alimento vive na larvicultura do pacu Piaractus

mesopotamicus.
Solubilidade das dietas (%)
Tempo
Experimentais Comerciais
(minutos} Microencapsulada microaglutinada Dieta | Dieta Il
(EE) (EA)
30 46,50 £ 1,51 2535+1,40 2890+1,26 1545+ 0,72
&0 5064 +1,15 24,72 +0,96 29,06 + 1,32 15,30 + 0,24
120 50,39+ 2,07 23.71+0,26 2079+ 143 16.44 = 0,09

= — i —— — =
Dietas comerciais | e |l: HatchFry Encapsulon, Argent e FryFeed Kyowa B, Jap&o, respectivamente.

4. Discussao

A retirada do alimento vivo foi impactante na sobrevivéncia dos animais, que chegou
a sofrer uma reducgdo em até 62% no primeiro experimento (29% em ASD contra /8% no
controle A - nauplios de Arfemia por todo o periodo). Independentemente dos nauplios

terem sido substituidos aos nove (larvas com 3mg) ou 27 dias (89mg) apds o inicio da
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alimentacao exogena (IAE) houve diminuigbes nas taxas de crescimento em relacdo ao
controle A. Larvas com cerca de 3mg praticamente n3o manifestaram crescimento algum,
durante seis dias logo apds a substituicio do alimento, e larvas nas substituicdes mais
tardias tambem tiveram o crescimento prejudicado, mas em menor proporgio.
Posteriormente a essa fase de adaptagdo, os animais até retomaram ao crescimento, porém
o controle "A" manifestou os melhores resultados. Hung et al. (2002) também verificaram
esse efeito da redugdo na taxa de crescimento quando larvas de Pangasius bocourti tiveram
o alimento vivo substituido. A interrupcio momentdnea do crescimento também foi
observada por Person Le Ruyet et al. (1993) com larvas de “sea bass” Dicentrarchus labrax,
por um periodo de cinco dias, quando o alimento vivo foi substituido mais precocemente (23
dias), enquanto que animais na substituicdo mais tardia (29dias) se adaptaram mais
facilmente a dieta seca, como constatado também no presente estudo.

No segundo experimento, os resultados mostraram uma outra visdo da possibilidade
da utilizacdo de dieta seca na larvicultura do pacu. Larvas A12 que receberam a dieta C-li
(FryFeed Kyowa B) ndo tiveram o crescimento nem a sobrevivéncia prejudicados com a
substituicao total do alimento vivo apds 12 dias do inicio da alimentacdo exdgena (~13mg
de peso umido). Por outro lado, com as demais dietas a performance dos animais néo foi a
mesma, chegando a ser verificadas, ao final de 35 dias do inicio da alimentaco exogena
(IAE), medias de peso entre 27 a 601mg para A12-dieta experimental microencapsulada e
A12-dieta comercial |l, respectivamente. A taxa de sobrevivéncia também variou
consideravelmente entre os tratamentos do grupo A12, cerca de 57% (dietas EA e C-l) a
76% (dieta C-Il). Hung et al. (2002) sugere que baixas taxas de sobrevivéncia com a dieta
seca podem estar relacionadas & qualidade e digestibilidade da mesma ou devido ao
desenvolvimento rudimentar do sistema digestorio nas primeiras alimentagdes. Larvas A12
no momento da substituicao (~13mg) apresentavam o trato digestorio com caracteristicas
ontogeneticas semelhantes, i.e. o estdmago apresentando as regides glandular e aglandular
e o intestino com vilosidades desenvolvidas em toda a sua extensdo. Nove dias apos a

supressao total do alimento vivo (amostragem aos 21 dias), entre as larvas do grupo A12,
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apenas 0s animais que receberam a dieta C-Il apresentavam o estdbmago em duas camaras
ja distintas, em cardica e pilérica. Provavelmente, a eficiéncia das dietas secas parece ter
sido decisiva para as larvas A12 expressarem sua habilidade para o aproveitamento desse
alimento, e consequentemente o potencial para o crescimento e garantia da sobrevivéncia.
Resultados insatisfatorios quanto o uso de dieta seca na criagdo das larvas, muitas vezes,
podem ser atribuidos mais as caracteristicas da dieta do que a incapacidade digestiva das
mesmas (YUFERA et al., 1999). Cahu e Zambonino (2001) relatam que, em larvas de
peixes marinhos, as enzimas pancreaticas digestivas sdo detectadas antes da abertura da
boca e que a sintese das enzimas € induzida por mecanismos de secre¢do no pancreas e
nao pela simples presenca do alimento no trato digestivo. Segundo os mesmos, dietas
inadequadas podem atrasar o inicio destes mecanismos de secrecdo. Femandez-Diaz e
Yufera (1995) testando diferentes tipos de microcapsulas para larvas de Sparus aurata,
comentaram que as caracteristicas das dietas podem influenciar a aceitabilidade e o
aproveitamento da particula.

A importancia da dieta também foi evidenciada mesmo quando a substituicdo do
alimento vivo ocorreu mais tardiamente, quando diferentes respostas de crescimento foram
obtidas entre as dietas utilizadas. Larvas A21 sofreram redugdes nas taxas de crescimento
em relagdo aos ganhos obtidos com controle A, exceto as larvas A21-dieta C-ll, que mesmo
no periodo da alimentagdo mista (nauplios em quantidades decrescentes), conseguiram
manter o crescimento num ritmo semelhante ao das larvas do controle A. No final de 35
dias, larvas A21i-dietas EA e C-l| atingiram medias de peso semelhantes a do controle A,
larvas Az1-dieta EE, o menor valor, e larvas A21-dieta C-ll, a maior media. Os resultados da
solubilidade das dietas na agua, um dos parametros que determinam a qualidade do
alimento, mostraram-se intimamente relacionados com o desempenho das mesmas como
alimento substituto. A dieta seca que melhor se sobressaiu nos resultados de crescimento
dos animais (C-ll FryFeed Kyowa B) foi a que apresentou uma maior estabilidade na agua,
independente do tempo de permanéncia nesse meio, denotando uma maior capacidade de

retencdo dos nutrientes na particula. A dieta experimental microencapsulada foi a que
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demonstrou um maior percentual de lixiviagdo dos nutrientes, praticamente o dobro do valor
observado com a dieta experimental microaglutinada, indicando que o protocolo utilizado na
elaboracéo da dieta EE deve ser aprimorado. As dietas secas para larvas devem possuir
algumas caracteristicas especificas aos diferentes estagios do desenvolvimento larval,
como tamanho de particula, gravidade especifica e um bom balanceamento nutricional com
ingredientes faciimente digeriveis; além da necessidade de serem atrativas e estaveis na
agua por um tempo relativamente longo para permitirem minima lixiviagdo dos
nutrientes(KANAZAWA, 1988).

Alem da qualidade da dieta interagindo na determinagdo do melhor momento para a
retirada do alimento vivo, outro fator que parece ter influenciado nas respostas desse
procedimento foi o tamanho que os animais apresentavam no momento da transi¢ao do
alimento. Comparando-se os resultados do tratamento A21- dieta C-1 obtidos entre o
experimento | e I, o melhor desempenho de crescimento foi obtido no segundo
experimento, mesme que as condigdes de criagdo tenham sido semelhantes (a dieta seca, a
idade e o momento para o inicio da substituicdo do alimento vivo) em ambas as situagdes.
Os animais possuiam pesos diferentes no momento da substituicdo, cerca de 27 e 45mg
para as larvas A21 do primeiro e segundo experimento, respectivamente. As larvas do
primeiro experimento ndo alcangaram o crescimento final obtido no respectivo controle A, e
larvas do segundo experimento apresentaram médias de peso final estatisticamente
semelhantes as do seu controle. Essa diferenca de tamanho foi provocada pela quantidade
de nauplios fornecida as larvas, que foi praticamente o dobro no segundo experimento, no
intervalo do 15° ao 21° dia. Embora em ambos os experimentos tenham sido cbservadas
sobras de nauplios, provavelmente a principal causa de variagdo entre eles foi a quantidade
de nauplios disponibilizada, que refletiu no crescimento dos animais e, conseqlientemente,
no desempenho dessa dieta seca como alimento substituto. Parra e Yufera (2000)
comentaram sobre o efeito da densidade de presa na biomassa final produzida de larvas de
Sparus aurata. Os autores verificaram que a taxa de ingestdo de rotiferos foi sempre mais

reduzida na menor concentracdo de presa.l’ testada, ie. taxas de ingestdo da ordem de
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30% contra 70 a 80%. Niveis alimentares com organismos vivos devem ser adequados para
cada espécie no sentido de ndo incorrer a desperdicios, mas de favorecer a um crescimento
otimo rrelacionado aos beneficios econdmicos.

A diminuigao nas quantidades de nauplios de Arfemia, entre seis e 12 dias, revelou
algumas diferengas no desenvolvimento do trato digestorio entre as larvas A12 e as do
controle A, que continuaram recebendo os nauplios em quantidades crescentes. Embora a
analise estatistica ndo tenha revelado diferencas entre as médias de peso, um crescimento
ligeiramente maior para as larvas A e A21 contra o grupo A12 pdde constatado, e na
avaliacdo histologica, larvas A12 apresentaram-se num estagio pouco menos desenvolvido
que as do controle A quanto a formacdo do estdmago. Kestmont e Awaiss (1989)
consideraram o nivel de alimentacdo um fator fundamental, principalmente para aquelas
especies que se desenvolvem rapidamente durante as primeiras semanas de vida.

Para as larvas que receberam as dietas experimentais e comercial |, o estagio do
desenvolvimento das larvas foi decisivo nas respostas de crescimento e sobrevivéncia,
larvas com cerca de 45 mg responderam melhor a substituicdo do alimento vivo gue larvas
mais novas, com 13mg. Segundo Person Le Ruyet et al. (1993), o sucesso para a
substituicao do alimento vivo depende do estagio do desenvolvimento das larvas bem como
a saude das mesmas; e Rosenlund et al. (1997) consideraram que o peso pode ser melhor
que a idade para indicar o estagio de desenvolvimento da larva, fatos também observados
no presente estudo.

Ja as larvas que receberam a dieta comercial Il (Fry Feed Kyowa B), essas
conseguiram apresentar resultados satisfatorios tanto na substituicio tardia (45mg), como
na precoce (13mg). Embora as larvas A12-dieta C-ll tenham sofrido redugdes nas taxas de
crescimento logo apds a substituicdo do alimento vivo, esses animais nao tiveram a
sobrevivéncia prejudicada e mostraram um potencial de recuperacdo do crescimento €, no
final, alcancaram os mesmos patamares de peso que as larvas A21-dieta C-ll, ambos com
valores maiores que o peso no controle A. Além da importancia do estagic de

desenvolvimento das larvas para a substituicdo do alimento vivo, Person Le Ruyet et al.
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(1993) também comentaram a obtengdo de resultados aceitaveis quando esse
procedimento fora realizado apds a passagem do tamanho considerado critico, que para
larvas “sea bass” Dicentrarchus labrax parece ser entre 3 a 5mg. Duray e Bagarinao (1984)
conseguiram bons resultados na larvicultura de “milkfish® Chanos chanos com o uso do
alimento seco quando as larvas atingiram um peso de 2 mg apos alimentagdo com rotiferos.

Para larvas de pacu, 0 menor tamanho (até 0 momento) para substituir o alimento
vivo, satisfatoriamente, pode estar proximo de 10mg, dependendo da eficiencia da dieta
seca. Larvas de pacu com 1,5mg (3 dias do inicio da alimentacio exdgena -IAE), 3,5 mg (6
dias) e 10mg (9 dias) praticamente nao cresceram recebendo dieta experimental
microaglutinada, até completar 20 dias de experimento (JOMORI, 1999). Larvas de pacu
com 1,5mg (6 dias do IAE), 3mg (9 dias), 8mg (12 dias) e 7mg (15 dias) foram alimentadas
com dieta comercial microencapsulada até completar 20 dias e apresentaram um
crescimento bem menor em relagdo ao controle naudplios de Arfermia por todo periodo
(TESSER et al., 2005). Usando a dieta mais eficiente do presente estudo, a comercial Fry
Feed Kyowa B, Jomori et al. (2005 — Capitulo 1l da presente Tese) testaram para larvas de
pacu a substituicdo do alimento vivo em larvas com 2mg (6 dias |AE). Pela técnica dos
isétopos estaveis de carbono e nitrogénio, os autores verificaram a retencao dos nutrientes
dessa dieta no tecido larval, mas ganhos expressivos de peso s6 foram verificados seis dias
apos a transicdo alimentar; e mesmo os animais tendo recuperado o crescimento, a taxa de
sobrevivéncia foi prejudicada, 40% contra ~70% no controle; com a substituicdo do alimento
vivo usando larvas com cerca de 10mg (12 dias do IAE ), os autores verificaram os mesmos
resultados que os obtidos no presente estudo, e constataram ainda que o inicio para a
escolha voluntaria dos alimentos, vivo ou seco, também comegou a ser verificado a partir
dessa fase.

A ontogenia do trato digestorio observada entre larvas de diferentes tamanhos
sustenta o sucesso obtido na substituicdo do alimento vivo para larvas com cerca de 13mag.
Entre larvas que possuiam 2mg (6 dias) e 13mg (12 dias) constatou-se a ocorréncia de uma

diferenciagdo muito expressiva nesse fase, como da regiao presuntiva do estbmago quase
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semelhante a das larvas iniciais para o inicio da formacgao da segunda camara gastrica, com
presenca de glandulas gastricas; do intestino com a formagao de pequenas vilosidades na
regido anterior para o desenvolvimento de vilosidades ocupando quase toda a luz e em toda
a extensao do intestino. Mesmo larvas com um peso intermediario, cerca de 7mg, também
apresentaram-se num estagio de desenvolvimento bem anterior que as larvas com 13mg,
principalmente quanto a formagao do estdtmago (JOMORI et al., 2005 Capitulo | da presente
Tese).

A substituicio total do alimento nao foi um procedimento tecnicamente eficiente. As
larvas evidenciaram um expressivo atraso no desenvolvimento do trato digestorio em
relagdo ao das larvas que receberam alimento vivo. Mas, sobrevivéncia da ordem de 11%
foi verificada. Resultados diferentes foram relatados por Tesser et al (2005) que
constataram a ocorréncia de mortalidade total no grupo de larvas alimentadas
exclusivamente com dieta seca, num tempo similar ac das larvas em jejum (16° dia de vida).
As diferengas entre esses resultados podem ter sido pela qualidade das dietas secas
utilizadas. De maneira geral, estudos que mostraram a possibilidade da substituicéo total do
alimento vivo na criacdo das larvas tém revelado também resultados de crescimento e
sobrevivéncia inferiores em relacdo aos demais regimes alimentares testados (LAZO et al.,
2000 com larvas de Sciaenops ocellatus;, HUNG et al., 2002 com larvas de Pangasius
bocourti), e a mudanga alimentar precoce, cujo periodo varia consideravelmente entre as
espécies, nem sempre tem sido igual ou melhor que o controle (HAMLIN e KLING, 2001;
CALLAN, 2003).

Em resumo, a eficiéncia da dieta seca foi decisiva para a larva expressar seu
potencial de crescimento apos a substituicdo do alimento vivo. As respostas obtidas no
presente estudo foram bastante satisfatorias, revelando para larvas de pacu a possibilidade
de mudar o alimento, do vivo para o seco, sem que sejam prejudicados os resultados de
crescimento e sobrevivéncia dos animais. Essas informagbes abrem perspectivas quanto ao

uso da dieta seca na larvicultura do pacu e sugere a continuidade das pesquisas quanto a
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elaboragio de dietas secas para a espécie e estratégias alimentares visando o uso dos

alimentos, vivo e seco, de maneira mais eficiente e econédmica na produgdo comercial.
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Anexo 1. Exemplares de pacu Piaractus mesopotamicus de diferentes
tamanhos, em comprimento total (mm), obtidos ao final de 35 dias apo6s
0 inicio da alimentagdo exogena.



CAPITULO i




Isétopos estaveis de carbono (5"°C) e nitrogénio (5'°N) como indicadores naturais da
incorporagéo do alimento no tecido larval de pacu Piaractus mesopotamicus

Resumo - Os isdtopos estdveis de carbono e nitrogénio tém sido bastante utilizados na
identificac&o das fontes alimentares utilizadas pelos animais. Larvas de peixes, na maiora das
especies, dependem de organismos vivos como alimento inicial por um determinado periodo, mas o
uso de dietas secas na larvicultura também & desejavel. Dessa forma, o estudo propds utilizar a
tecnica dos isotopos estaveis para verificar o aproveitamento do alimento (vivo e seco) pelas larvas
de pacu no decorrer do seu desenvolvimento e identificar o momento em que as larvas passam a
utilizar os nutrientes da dieta seca através da retengio dos atomos de carbono e nitrogénio em seus
tecidos corporais. Larvas de pacu com cinco dias apds a eclosio, iniciando a alimentagio exdgena
{comprimento total de 5,3 £ 0,2 mm e peso de 0,43 £ 0,05 mg), foram alimentadas exclusivamente
com nauplios de Arfernia ou dieta seca; receberam alimentacio mista por todo o periodo: nauplios +
dieta seca (A+D); ou tiveram os nauplios substituidos por dieta seca apos trés (A3D), seis (48D) e 12
dias (A12D) do inicio da alimentacdo exdgena. Antes da alimentacdo exogena, a composicio
isotdpica do tecido larval era de —20,2%. para 0 3"°C e 9,5%. para o 3"°N. Posteriormente, o perfil
isotopico do tecido larval mostrou-se intimamente correlacionado com o respectivo tratamento
alimentar aplicado, e, ao final de 42 dias de alimentacéo, as larvas alimentadas exclusivamente com
nauplios de Artemia (5°C = -15,1 £ 0,2%0 e 5'°N = 4,7 + 0,2%) atingiram valores de -12.7 & 7.0%o
para 0 5°C e &"°N, respectivamente; e as larvas que receberam apenas a dieta seca (3°C = -25.0 +
0,1% & 8'°N = 7,4 £ 0,2%q) apresentaram valores de -22,7%. para 0 3'°C e 9,6%. para 0 5 N, A
técnica dos is6topos estaveis foi bastante precisa, e claramente puderam ser definidos os momentos
em que as larvas utilizaram os nauplios de Arfernia como fonte alimentar e, posteriormente, a dieta
seca. No caso da dieta seca, diferentes momentos para o inicio da retencio dos nutrientes desse
alimento no tecido larval foram revelados, e animais com cerca de 10mg peso umido mostraram-se
capacitados para o aproveitamento do alimento seco (A12D), bem como para o inicio da escolha

voluntaria desse alimento (A+D).

Palavras Chaves: Piaractus mesopotamicus, nauplios de Artemia, dieta seca, alimentacio de larvas,

isétopos estaveis de carbono (3”°C) e nitrogénio (3'°N)
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Stable carbon (5'°C) and nitrogen (5'°N) isotopes as natural indicators of food
incorporation into the larval tissue of pacu Piaractus mesopotamicus

Abstract - Stable carbon and nitrogen isotopes have been frequently used in the identification of

energy sources in animals. In most fish species, the larvae depend on live organisms as initial food for
a certain period; however, the use of dry diets in larviculture is also desirable. Thus, this study
proposed the use of the stable isotope technique to track the type of food (live or dry) utilized by pacu
larvae during their development, and to identify the moment when the larvae start using nutrients in
the dry diet by retaining carbon and nitrogen atoms in their body tissues. 5-day old pacu larvae, in the
beginning of exogenous feeding (total length 5.3 + 0.2 mm and weight 0.43 + 0.05 mg), were fed a)
Arternia nauplii or dry diet exclusively; b) received a mixed feeding during the entire period: nauplii +
dry diet (A+D); or c) were weaned from nauplii to dry diet after three (A3D), six (AsD), or 12 days
(A120) from the beginning of exogenous feeding. Before commencing exogenous feeding, the
isotopic composition of the larval tissue was —20.2% for 5™°C, and 9.5%. for &'°N. Later, the isotopic
profile of the larval tissue proved intimately correlated with the corresponding food treatment applied,
and at the end of a 42-day feeding period, larvae fed Artemia nauplii alone (37°C ..z = -15.1  0.2%
and 8'°N naugi = 4.7 £ 0.2%o0) reached values of -12.7 and 7.0%s. for 5'°C and 5™°N, respectively: larvae
that received dry diet alone (3'°C 4y we = -25.0  0.1%0 and 8'°N 4, 4o = 7.4 + 0.2%0) showed values of
-22.7% for 5™°C and 9.6%. for 3 "“N. The stable isotope technique was considerably precise, and the
moments at which the larvae utilized Arfemia nauplii, and later dry diet as a food source could be
clearly defined. In the case of dry diet, different moments at which nutrients from this food began to be
retained in the larval tissue were revealed, and animals with a wet weight of about 10mg proved

capable of utilizing dry food efficiently (A12D), as well as of choosing this food voluntarily (A+D).

Key words: Piaractus mesopotamicus, Artemia nauplii, dry diet, larval feeding, stable carbon (5'°C)

and nitrogen (3"°N) isotopes
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1. Introducgao

Sob o aspecto alimentar, larvas de peixe podem ser consideradas até mesmo como
“especies-separadas” de suas formas adultas, pois a alimentacao que praticam nessa fase
e muito diferente dos recursos utilizam na vida adulta (GERKING, 1994). Logo quando
iniciam a alimentacdo exogena, larvas de muitas espécies ndo sdo habeis ainda para
aproveitar com eficiéncia a dieta seca (DABROWSKI, 1984) e a garantia do
desenvolvimento, crescimentoc e sobrevivéncia nessa fase & baseada praticamente na
alimentagao com organismos vivos (PERSON LE RUYET, 1989; BENGSTON, 1991).

Em contra partida, muitos estudos estdo sendo dirigidos no sentido de se possibilitar
a utilizagdo das dietas secas no processo alimentar das larvas, visando a diminuicio da alta
dependéncia do alimento vivo nessa fase. Varios fatores tém sido relacionados as
dificuldades que inviabilizam a aceitagcdo satisfatoria desse tipo de alimento, tanto em
relacdo aos aspectos intrinsecos 3s larvas como aos inerentes as caracteristicas fisicas e
nutricionais da dieta seca (DABROWSKI, 1984, FERNANDEZ-DIAZ et al., 1994;
WATANABE e KIRON, 1994; PLANAS e CUNHA, 1999; CAHU e ZAMBONINO-INFANTE,
2001), ressaltando, inclusive, o desconhecimento das exigéncias nutricionais das larvas
(WATANABE e KIRON, 1994).

Estudos sobre a assimilacio dos nutrientes por larvas de peixes tém sido limitados
por varios fatores, entre eles a impossibilidade de se aplicar o uso de técnicas indiretas
como a coleta fecal (SCHLECHTRIEM et al., 2004), método comumente empregado em
estudos de nutricdo com juvenis para a avaliagdo da digestibilidade das dietas e
ingredientes.

Uma das possibilidades que permite avaliar o metabolismo e a assimilagdo dos
nutrientes dos alimentos no tecido animal € a técnica dos radicisétopos (SCHROEDER,
1983). Mas o uso de substratos ou alimentos marcados com isotopos radioativos esta
sujeito a muitos regulamentos e restrices de seguranca invariavelmente, & confinado a um

pequeno sistema em condigbes laboratoriais controladas e pode oferecer riscos a saude e
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possibilidade de contaminagdo ambiental (SCHROEDER, 1983; TYRRELL et al., 1984:
PRESTON et al., 1996; OWEN et al., 1999). O necessario seria um conjunto de tracadores
ocorrendo naturalmente permitindo rastrear o metabolismo dos constituintes alimentares,
condicdo que pode ser obtida através dos is6topos estaveis (i.e. 5°C; 5°H; 5'°N) que variam
caracteristicamente entre os tecidos das plantas e algas (SCHROEDER, 1983). O autor
refere-se aos isotopos estaveis como tragadores onipresentes que ocorrem naturalmente,
oferecendo, por isso, uma grande quantidade de substratos “marcados® prontamente
disponiveis para serem utilizados.

As variacOes isotopicas tém sido amplamente exploradas, ha muitos anos, por
cientistas nas areas da fisiologia vegetal, geoquimica e paleontologia, sendo posteriormente
adotadas por ecologistas, em escala crescente, nos estudos sobre os processos e fluxos
energéticos dos ecossistemas terrestres e aquaticos (GANNES et al., 1998).

Os elementos quimicos carbono, nitrogénio, enxofre, hidrogénio e oxigénio possuem
mais de um isotopo estavel e a composigdo isotopica dos materiais pode ser mensurada
com preciséo pelo espectrometro de massa (PETERSON e FRY, 1987). Na natureza, os
elementos estaveis ocorrem em diferentes concentragbes, i.e. dois isétopos estaveis de
carbono, carbono-12 e carbono-13, ocorrem em abundancias naturais aproximadamente de
98,89 e 1,11 atomos %, respectivamente (O'LEARY, 1988). Durante os processos de
fotossintese, as plantas discriminam o carbono do CO; assimilado em favor do isétopo mais
leve, o ?C (BENDER, 1971; O' LEARY, 1988) e, em fungio do ciclo fotossintético que
realizam, plantas C; ou C, apresentam um fracionamento isotépico distinto gerando
diferengcas medias de 12 a 14%. entre os dois grupos de plantas (BENDER, 1971). Essa
variagdo isotopica entre os grupos fotossintéticos Cs e C, oferece a possibilidade de rastrear
o carbono da fonte alimentar que o animal utilizou (TYRRELL et al., 1984). O emprego dos
isotopos estaveis de carbono na identificagcdo das fontes alimentares a partir dos
consumidores tem sido baseado nas observagbes de que o conteudo de *C do animal
reflete o valor de 8 °C da respectiva dieta, devido ao pequeno fracionamento associado aos

processos de respiracdo e incorporacdo do carbono pelo animal (DENIRO e EPSTEIN,
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1978; CREACH et al., 1997), fazendo com que & "C do produtor primario seja uma marca
transferivel para os consumidores subsequentes (PARKER et al., 1989).

Embora as plantas nao fracionem o nitrogénio nas vias biosintéticas, existe uma
variagao na composigao da fonte de nitrogénio que induz as plantas a terem sinais
isotopicos distintos (GANNES et al., 1998). Os isotopos estaveis de nitrogénio, alem de
serem utilizados também para determinar a alimentacdo, tém sido aplicados na avaliagdo
das relagbes ftréficas da cadeia alimentar, devido ao consistente e significativo
enriquecimento do °N entre o animal e a dieta (CREACH et al., 1997; PETERSON e FRY,
1987).

A variacao na abundancia natural dos isétopos estaveis tem sido uma ferramenta de
grande potencial e com ampla aplicacdo em varias ciéncias (GANNES et al., 1998; GU,
1994). Nos diversos estudos relacionados aos sistemas aquaticos, naturais ou artificiais, o
uso dos isotopos estaveis tem atingido resultados satisfatorios dentro dos objetivos
propostos, sejam para fins da ecologia ou da aquicultura (TIESZEN et al., 1983; FRY e
ARNOLD, 1982; PARKER et al, 1989; KLING e FRY, 1992, HESSLEIN et al., 1993;
LOCHMANN e PHILLIPS, 1996; DITTEL et al., 1997; FURUYA et al., 2002; MANETTA e
BENEDITO-CECILIO, 2003; ZUANON, 2003; DEMPSON e POWER, 2004;
SCHLECHTRIEM et al., 2004). A aplicacdo dos isotopos estaveis em estudos gue visam
determinar a assimilagdo dos nutrientes dos alimentos que tenham sinais isotopicos
distintos, traz a vantagem de registrar apenas a contribuigdo dos alimentos que foram
realmente metabolizados e assimilados pelo animal (SCHROEDER, 1983; ROUNICK e
HICKS, 1985; PARKER et al, 1989) e permite uma avaliagdo mais sensivel do
aproveitamento das dietas.

O teledsteo pacu Piaractus mesopotamicus, uma das especies mais estudadas e
criadas no Brasil, & de grande importancia para a aquicultura por se adaptar ao cultivo
intensivo e ser bastante apreciada pelo mercado consumidor, ndo s6 no Brasil, mas em
outros paises da América do Sul onde também & nativa; o aumento de informacdes sobre

essa especie tambem contribui tecnicamente com informagdes que podem ser aproveitadas
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para outras especies correlatas, (i.g. Colossoma macropomum e Piaractus brachypomus)
comercialmente criadas em outros paises da América do Sul e da América Central.

Assim como em muitas das espécies de peixes, a larvicultura do pacu & uma etapa
que requer cuidados mais intensos, principalmente no que se refere a alimentacao.
Trabalhos com larvas da espécie tém mostrado a dependéncia do fornecimento do alimento
vivo nos primeiros dias da alimentagéo exdgena (JOMORI, 1999; MACEDO-VIEGAS et al.,
2003; TESSER et al., 2005). Estudos recentes com larvas da espécie (Jomori et al., 2005
em preparacdo - Artigo 2 da presente Tese) mostraram a possibilidade de realizar a
substitui¢cdo total do alimento vivo a partir de 12 dias do inicio da alimentagdo exégena, sem
que fossem prejudicados o crescimento e sobrevivéncia das larvas.

Estudos sobre a assimilagdo e retencao dos nutrientes dos alimentos, vivo e seco,
no tecido larval contribuiriam para a elucidagdo dos processos de alimentagdo e nutrigdo
das larvas, permitindo nortear melhor a elaboragdo das dietas secas e embasando o
planejamento de estratégias alimentares mais eficientes visando o uso racional de ambos
os alimentos. Dessa forma, o objetivo do presente estudo foi utilizar a técnica dos isétopos
estaveis no estudo da substituicdo do alimento vivo, identificando o momento em que as
larvas de pacu comecam a apresentar sinais da dieta seca em seus tecidos corporais
atraveés da assimilac&o dos atomos de carbono e nitrogénio desse alimento, denotando a
ocorréncia do aproveitamento da dieta seca pelas larvas. Para tal, propds-se a
determinagdo do enriquecimento relativo do carbono (6"°C) e do nitrogénio (5'°N) dos
alimentos vivo e seco, e do tecido de larvas de pacu alimentadas exclusivamente com
nauplios de Arfemia ou dieta seca, com a mistura de ambos e em processo de substituicio
do alimento vivo, em diferentes tempos.

Como existem varias denominagbes para os animais durante o periodo gue
compreende o inicio da alimentagdo exogena até formagdo do juvenil, o termo larva
utilizado no presente estudo considera a caracterizacdo de Kendall et al. (1984) definindo,
basicamente, dois estagios: larval e juvenil quando os animais ja apresentam as

caracteristicas dos adultos.
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2. Material e Métodos

Analises isotopicas preliminares

Fara viabilizar o fornecimento conjunto dos alimentos, vivo & seco, primeiramente
foram certificados os alimentos potenciais que poderiam ser utilizados levando em
consideracdo a necessidade de serem isotopicamente diferentes. Dessa forma, antes de
realizar o experimento, avaliagées preliminares foram efetuadas para determinar os sinais
isotopicos dos alimentos: nauplios de Arfemnia de duas origens (Great Salt Lakes, EUA, e da
regido de Grossos, RN, Brasil) e da dieta seca comercial FryFeed Kyowa B, Japdo. A
escolha da dieta seca foi baseada em resultados de desempenho anteriormente obtidos
com as larvas de pacu com esse alimento (JOMORI et al., 2005 — Capitulo Il da presente
Tese).

Os resultados dos enriquecimentos isotopicos dos alimentos (Tabela 1) revelaram
diferentes valores dos nauplios de Arternia em fun¢ao da sua origem, tanto pela analise do
carbono como do nitrogénio. Os valores isotopicos dos nauplios de Artemia dos cistos
oriundos dos “Great Salt Lakes™ mostraram-se mais proximos aos da dieta seca,
principalmente em relagdo ao carbono. Dessa forma, foram utilizados no experimento
seriam os nauplios de Arfermia oriundos dos cistos coletados na regido Nordeste do pais e a
dieta FryFeed Kyowa B, para que houvesse diferencga isotdpica entre os alimentos.

Com base nessas informagoes, os alimentos foram adquiridos (cinco lotes de cistos
de Artemia e quatro lotes de dieta seca) e novamente analisados para confirmar as
diferengas isotopicas anteriormente obtidas. No caso da Arfemnia foram analisadas amostras

de cistos e nauplios em diferentes idades, com 24 e 40 horas apos a incubacao dos cistos.
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Tabela 1. Valores médios e desvio padrio dos enriquecimentos isotopicos de §°C e 8"°N do
alimento vivo e da dieta seca.

Amostras Carbono Nitrogénio
(8 % " C) (5 %o " N)
Dieta Fry feed Kyowa B -242+ 00 8502
Artemnia (Nordeste — Brasil) -155+0,0 49+00
Arternia (Great Salt Lake — EUA) -222+01 126 +0,0

Dieta seca comercial *

Lote “I -25,1+0,0 74+00
Lote “II" 24900 74+0,0
Lote “llI” -252+0,0 ,2+00
Lote “IV* -25,0+£0,0 7.7£00

Nauplios de Arfemia (24 horas apés incubagdo dos cistos) *

Lote “1” -18,7+0,0 £ 1£01
Lote “2” -16,3+ 0,0 4801
Lote “3° -16,9+ 0,0 68=00
Lote “4* -16,8 + 0,0 7,0+0,0
Lote “5" -17,1+0,0 7,000

* Alimentos adquiridos para a realizacdo da pesquisa: lotes da dieta seca comercial (Fry
feed Kyowa B, Japao) e lotes de cistos de Artemnia originarios da regido nordeste do Brasil
(Bio-Artemia).

Entre as amostras da dieta seca, todos os lotes apresentaram valores isotopicos
proéximos, com médias de -25,0 + 0,1%e para o carbono e 7.4 £ 0,2%: para o nitrogénio
(Tabela 1). Os valores isotdpicos do 5 C e § '°N das amostras de nauplios mostraram-se
distintos entre os diferentes lotes, mesmo os cistos sendo originarios de uma mesma regido.
As variagbes verificadas entre essas amostras foram de -15,3 a -17,1%. para o carbono e

4.8 a 7,7%c para o nitrogénio. Assim, todos os lotes da dieta seca mostraram-se disponiveis
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para o uso, enquanto que apenas um do alimento vivo (lote 2) se diferenciou da dieta seca
tanto em nitrogénio como em carbono ao mesmo tempo.

Em relacdo as amostras de nauplios com 24 e 40 horas apdés a incubacao, os
maiores valores de desvio padrdo foram de 0,5%. para o carbono (verificado entre as
amostras do lote 4) e de 0,2%. para o nitrogénio (lote 5). Ja comparando cistos e nauplios,
os maiores valores para o desvio padrao foram de 1,3%. para o carbono e 0,4 %e para o

nitrogénio (lote 3).

Condigoes experimentais gerais e instalagoes

Com base nos resultados isotdpicos preliminares foram utilizados no experimento os
nauplios de Artemia oriundos dos cistos coletados na regido Nordeste do pais (lote “2°) e a
dieta comercial FryFeed Kyowa B (Japao) como substituto total ou parcial do alimento vivo.
Os tratamentos alimentares foram delineados com base nos resultados de estudos
anteriores para larvas da espécie visando a substituicio do alimento vivo (JOMORI, 1999;
TESSER et al, 2005; JOMORI et al., 2005 — capitulo |l da presente Tese):

A — Alimento vivo por todo periodo experimental;

JJ - Larvas mantidas em jejum desde o inicio;

D — Dieta seca por todo periodo;

A +D - Alimento vivo e dieta seca durante todo o periodo experimental;

A 3D - Alimento vivo por 3 dias, seguido somente da dieta seca no periodo subsequiente;
A& D - Alimento vivo por 6 dias, seguido somente da dieta seca no periodo subseqiente;
A1z D - Alimento vivo e dieta seca por 12 dias, seguido somente da dieta seca no periodo

subseqiiente

Foram utilizadas cerca de 67.000 larvas de pacu com cinco dias de vida,
apresentando valores médios de comprimento total e peso de 53 + 0,2 mm e 0.43 + 0,05

mg, respectivamente. A guantidade de larvas para os tratamentos foi estimada levando em
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mnsideral;éu a sobrevivéncia esperada, as coletas para as avaliagfes biométricas e,
principalmente, o numero total de larvas que seriam retiradas para a analise dos isétopos ao
longo do experimento. O numero de larvas coletadas para esse fim variou longo ao do
tempo conforme o crescimento dos animais, de modo que fosse possivel a obtencao de um
“pool” de larvas em quantidade suficiente para fornecer cerca de 250 mg de peso seco.

Desta maneira, em todos os tratamentos em que as larvas inicialmente iriam receber
alimento vivo foram destinadas 8.000 larvas por tratamento, distribuidas em quatro tanques
de polietileno contendo 100 litros de agua cada. No tratamento com a dieta seca por todo o
periodo (D), prevendo uma alta ou total mortalidade e uma baixa taxa de crescimento, a
quantidade de larvas foi superior, no total 16.000 larvas, distribuidas em oito tanques. Para
estes tratamentos citados acima, as larvas foram contadas individualmente. Ja no
tratamento de jejum, a quantidade de larvas foi estimada em cerca de 24.000 animais,
prevendo que a possibilidade de coleta seria até cerca de 12 dias apos inicio do
experimento (fundamentado em resultados prévios).

A agua utilizada para abastecer os tanques provinha de pog¢o artesiano (garantindo a
auséncia de organismos planctdnicos na agua), e os tangues foram mantidos em fluxo de
agua continuo e aeracao artificial constante. Os parametros limnolégicos apresentaram
valores médios de 5,85 + 0,40 mg/L para oxigénio dissolvido; 183 = 1,5 uS/ecm para a
condutividade; 8,0 20,5, para o pH & 30 £ 0,56 °C para a temperatura, com 0 uso de
aquecedores. Os residuos acumulados no fundo dos tanques foram removidos diariamente,

por sifonamento. O experimento teve duracao de 42 dias.

Manejo alimentar

Mos tratamentos Az D e As D, a substituicdo do alimento vivo foi abrupta, sem fase
de alimentagao conjunta. No tratamento A12D, seis dias antes da supressdo total do
alimento vivo, © numero de nauplios de Arfemia oferecido foi diminuide em 25 e 50 %, a
cada trés dias. A oferta de nauplios ocorreu conjuntamente & de dieta seca. Os alimentos

vivo e seco foram oferecidos na freqléncia de quatro e seis vezes ao dia. respectivamente.
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O alimento vivo foi fornecido nas quantidades de 100 nauplios.larva™ até o terceiro dia e 250
nauplios.larva’ até o sexto dia. A partir desse periodo até o 33° dia de experimento, as
quantidades foram acrescidas de 250 nauplios por larva a cada trés dias e, a partir do 34°
dia até o final, as quantidades aumentaram em 500 nauplios.larva’, também a cada trés
dias.

Algumas medidas foram padronizadas no manejo diario do alimento vivo, tais como:
a retirada (maxima possivel) das cascas e cistos nao eclodidos do concentrado de nauplios
fornecido as larvas e a produgdo de nauplios recém-eclodidos duas vezes ao dia (pela
manhé e a tarde).

Durante a condugdo do experimento, amostras de nauplios (n=5 do lote 2) foram
novamente coletadas em dias aleatérios, para confirmacgdo do sinal isotépico deste
alimento, ja que a producdo dos nauplios era um procedimento realizado diariamente.
Observou-se que os valores isotopicos dos nauplios praticamente mantiveram-se os

mesmos, apresentando valores médios de —15,0 + 0,2%e para 5°C e 4.6 + 0,2%c para o

3"°N. Esses valores foram préximos aqueles obtidos nas analises preliminares (Tabela 1).

Avaliagao do crescimento e sobrevivéncia dos animais

Para o acompanhamento do crescimento foram coletadas 45 larvas de cada réplica
experimental. As coletas eram realizadas simultaneamente as destinadas a analise dos
isotopos. No final do experimento também foram determinadas as taxas de sobrevivéncia
das larvas em cada replica experimental. A determinagio do comprimento das larvas foi
atraves de paquimetro digital e, para as larvas menores que 10 mm, a medida foi realizada

sob microscopio estereoscopico. O peso dos animais foi obtido em balancga analitica.

Analises Estatisticas

Os resultados de peso, comprimento total & sobrevivéncia foram analisados

estatisticamente através da Analise de Variancia Paramétrica (ANOVA), pelo teste F de
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Fischer-Snedecor (ZAR, 1998), considerando-se os resultados médios das réplicas de cada
parcela experimental. Nos resultados que apresentaram diferencas significativas entre os
tratamentos (P<0,05), as médias foram estudadas pelo teste de Tukey, ao nivel de 5% de
probabilidade. Todas as variaveis biométricas foram avaliadas quanto a normalidade

(Shapiro-Wilk) e homocedasticidade das varidncias (Bartlett). Os dados de sobrevivéncia

foram transformados em y = arc sen+/x/100 , sendo x representa o valor da parcentagem de
sobrevivéncia. Todas as analises e transformacgfes foram analisadas através de programa
SAS - Statistical Analysis System (SAS Institute Inc, v.8).

Na analise referente aos dados coletados aos trés dias de alimentag@o, as médias de
comprimento e peso obtidos nos esquemas A3D, AsD e A foram consideradas estatisticamente
como um mesmo tratamento, pois estavam nas mesmas condi¢cbes alimentares; assim como os
r esquemas A12D e A+D nesse mesmo periodo. Na estatistica referente aos seis dias de
alimentagdo, 0 mesmo foi considerado para as médias dos esquemas AsD e A, assim como

para as medias dos esquemas A12D e A+D.

Anélise do enriguecimento relativo do carbono (5"°C) e do nitrogénio (5'°N)

Antes de proceder as analises isotopicas realizou-se o seguinte protocolo:
» Coleta

As amostras de larvas foram coletadas no inicio e a cada trés dias, até o 12° dia de
experimento. A partir dai, as amostras foram tomadas a cada seis dias. Devido aoc pequeno
tamanho das larvas a amostra foi formada por um “pool” de animais. A quantidade total de
larvas estimada para a coleta era dividida entre as réplicas dos tratamentos, formando-se
um unico “pool” de larvas em cada tratamento. Os animais eram coletados sempre antes da
primeira refeicao do dia e acondicionados em recipientes contendo agua limpa (sem fezes
ou residuos alimentares) e aerada artificialmente. Nesses recipientes, os animais foram
mantidos em jejum por um tempo que variou, de 12 a 24 horas, para cada periodo analisado

(devido o tamanho dos animais ao longo do tempo). Esse procedimento teve por finalidade
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permitir o esvaziamento do tubo digestivo dos animais e evitar contaminacio através do
conteudo alimentar, o qual pode alterar o sinal isotdpico. A presenga dos residuos
alimentares no tubo digestivo foi acompanhada por transparéncia do animal (ate quando
possivel), sob lupa. Apos o periodo do jejum, as larvas foram sacrificadas em gelo,

enxaguadas com agua destilada e acondicionadas em freezer.

» Preparo dos animais para a analise isotopica
O preparo dos animais preservados para as analises isotopicas foi constituido por varias

etapas:

1) Determinacao do comprimento, peso e separagao dos animais por tamanho
Primeiramente, as larvas foram medidas e pesadas e, a partir da coleta realizada
aos 18 dias de experimento, foram classificadas por tamanho. Essa separacdo passou ser
realizada em fungdo da heterogeneidade existente entre os animais, que ficou cada vez
mais evidente com o crescimento dos peixes ao longo do experimento. Desta maneira,
procurou-se fazer a andlise isotdpica com animais separados em diferentes classes de
tamanho, para evitar que essa variavel interferisse na analise dos resultados, ja que a

heterogeneidade existia tanto entre os animais do mesmo tratamento como entre 0s

tratamentos. As classes de tamanho com base no comprimento total foram: < 12mm; 12,1 a

15mm; 15,1 a 18mm; 18,1 a 24mm; 24,1 a 30mm; maior gque 30,1 mm (Anexo 1).

2) Avaliagdo da presenga de alimento no tubo digestivo, dissecacdo das larvas
(evisceracgdo) e separacao do animal em duas fragbes: cabeca e restante do corpo

Nas coletas iniciais (até 12 dias), as amostras eram formadas por animais inteiros,

devido ao pequeno tamanho das larvas, e a dificuldade de manuseio pela fragilidade do

tecido larval. As larvas que ainda continham alimento no tubo digestivo eram eliminadas do

“pool” amostral. Nas coletas posteriores (a partir de 18 dias). constatou-se que muitos

animais ainda apresentavam residuos alimentares no tubo digestivo. Dessa forma, todos os

animais destinados & analise dos isotopos tiveram o trato digestério removido (sob lup
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Esse cuidado foi necessario, pois o alimento presente no tubo digestivo da larva refletiria o
sinal isotopico do proprio alimento e ndo o que realmente a larva teria assimilado e
incorporado em seus tecidos (Anexo 2).

As larvas de tamanho superior 2 10 mm de comprimento total (i.e. coletas realizadas
apos 12 dias) foram analisadas em duas fragdes separadamente: cabecga e corpo, tendo em
vista que animais mais avangados apresentam um acimulo de massa corporal mais
expressivo e passam por uma serie de mudancas e transformagbes “morfo-fisiologicas” (i.e.
processo de ossificacao, desenvolvimento da musculatura, formagdo das nadadeiras,
desenvolvimento dos 6rgdos, etc.) que as tornam muito diferentes dos animais em inicio de
desenvolvimento (Anexo 1).

ApoGs a dissecagao, as larvas eram enxaguadas em agua destilada e colocadas em
placa de Petri para a secagem em estufa, com ventilagdo forgada regulada em 60° C, até a

obtencio de peso constante.

3) Moagem dos animais secos e pesagem das amostras

O material seco, livre de impurezas e contaminantes, foi finamente moido em
moinho criogénico a base de nitrogénio liquido (-196°C). Algumas amostras tiveram que ser
moidas em almofariz com pistilo, devido a pequena quantidade de material seco.
Posteriormente, uma aliquota de amostra (~500pg), em duplicata para cada isotopo estavel
a ser analisado, era colocada em capsulas de estanho para as analises no espectrébmetro
de massa.

Em todas as etapas desses procedimentos, o uso de luvas cirurgicas descartaveis
para manipular as amostras, o cuidado com a lavagem das maos e dos materiais (pincas,
bisturis, almofariz e pistilo, tubos utilizados no moinho criogénico, etc.) entre a manipulagio

de uma amostra e outra foram praticas indispensaveis para evitar contaminacbes.

Anélises isotdpicas do carbono e nitrogénio no tecido larval
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Para a determinacido da composigdo isotopica dos alimentos e tecido larval, as
razbes “C/"°C e "N/"N das amostras foram mensuradas comparativamente com a razéo
*C/™*C do padro internacional PDB (Fossil Belemnitella americana da formacéo cretacea
Pee Dee do Sul da Carolina/USA) e com a razdo "*N/"*N do padrdo internacional Nitrogénio
Atmosférico, respectivamente. A comparacio relativa entre a amostra e o padrao expressa-
se, na terminologia isotopica, como enriquecimento relativo ou delta per mil, mensurada
pela expressao (1):

8%o *C ou 8% "°N = [(R amostra/ R padrdo)-1] x 10°, (1)
na qual, R é a razdo isotdpica, *C/"*C ou *N/"N, da amostra e do padrdo, respectivamente,
e 6% "C ou 8% '°N é o enriquecimento isotépico (delta per mil) da amostra relativo ao
padraoc PDE ou nitrogénio atmosférico, respectivamente (Ducatti et al., 1982).

As capsulas de estanho contendo as amostras foram introduzidas no analisador
elemental, acoplado no espectrémetro de massa (IRMS/EA) para as analises individuais de
8'3C e 5"N, com erro analitico da ordem de 0,2%-. As analises foram realizadas no Centro
de Isdtopos Estaveis Ambientais do Instituto de Biociéncias/ UNESP, Campus de Botucatu,
SP.

Com os valores dos enriquecimentos isotopicos foi tracado o perfil isotdpico das
larvas ao longo do tempo e averiguado os sinais da presenca da dieta seca no tecido larval.
MNos tratamentos, em que os animais receberam somente o alimento vivo (Larvas A) ou a
dieta seca (Larvas D), a incorporacao dos atomos de carbono e de nitrogénio dos alimentos
no tecido larval, em fungéo do tempo, foi mensurada usando o modelo exponencial descrito

por Ducatti et al. (2002):
Yo = (k) + [yo— (g/k)] & ™ (2)

Na expressdo (2), as simbologias empregadas significam:
Yoy = 8%0"°Cyp ou 8%e'°Nyy = enriquecimento isotopico do carbono ou nitrogénio no tecido em

qualguer tempo t, expresso em %e; adimensional;
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Yo = 8%e' Cinicial OU 8%a' Nineiai = €Nriquecimento isotépico do carbono ou nitrogénio inicial no
tecido, em % (no presente estudo esse valor é representado pelo valor isotépico da larva
inicial, antes da introdugdo do alimento vivo ou seco), adimensional;

q/k = 8% Cinal OU 8%0'"*Nyna = enriquecimento isotopico do carbono ou nitrogénio no tecido
larval ao atingir o patamar de equilibrio, em %e. (valor assintético), adimensional;

k = taxa de substituicdo e incorporacdo de carbono ou nitrogénio no tecido, em unidades de
tempo

t = tempo, em dias.

O modelo matematico, proposto originalmente para avaliar a substitui¢cdo do carbono
tecidual em animal adulto, tem sido aplicado também para animais em fase de crescimento,
e revelado um bom ajuste aos dados observados (FURUYA et al., 2002; ZUANON, 2003).
Zuanon (2003), que testou a aplicabilidade desse modelo tedrico em juvenis de Tilapia do
Nilo Oreochromis niloticus, considerou o modelo adequado para animais em crescimento,
uma vez que a constante (k) de diluigdo isotdpica do modelo proposto integra o efeito da
adi¢éo de tecido novo (crescimento) e do turnover (substituicio metabdlica).

Com base no valor da constante k, a meia-vida do carbono e do nitrogénio no tecido
larval, que expressa a condicdo de 50% de cada fonte isotopica no tecido, foi calculada de
acordo com a seguinte formula descrita por Ducatti et al. (2002): T = In2/k, onde:;

T = meia-vida em dias;
In = logaritmo neperiano:;

k = taxa de substituigio de carbono ou nitrogénio no tecido em unidades de tempo .

Para o ajuste dos dados observados ao modelo exponencial, os valores isotopicos
do §°C e &N larval foram analisados por meio do software Origin® 6.0 Professional

(MICROCAL SOFTWARE, 1999).
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3. Resultados e Discussao

Avaliacdo do crescimento e sobrevivéncia dos animais

Os resultados das analises estatisticas pelo teste F, referentes aos valores medios
de comprimento total e peso, mostraram efeitos altamente significativos (P<0,01) para os
tratamentos, em todos os periodos analisados. Dessa forma, as médias comparadas pelo
teste de Tukey (Tabelas 2 e 3) mostraram que, ja a partir do terceiro dia de experimento, as
larvas do tratamento jejum e aquelas que receberam somente dieta seca (D) apresentaram
as menores médias de crescimento (P<0.05) e nao diferiram entre si. As médias dos demais
tratamentos foram supeniores e semelhantes (P=0,05), pois até esse momento todas as
larvas estavam recebendo as mesmas quantidades de alimento vivo, ainda que, nos
tratamentos A+D e A12D, a dieta seca também ja fizesse parte da alimentacdo didria das
larvas.

Diferencas estatisticas entre as larvas em jejum e aquelas alimentadas somente com
dieta seca (D) s¢ foram evidenciadas na avaliagio realizada aos nove dias, principalmente
em relacdo ao peso quando foi verificado ligeiro aumento de peso nas larvas do tratamento
D e uma diminui¢gdo nas do tratamento jejum.

A supressao precoce do alimento vivo, esquemas A3D e AsD, logo mostrou o seu
efeitc sobre o crescimento dos animais, pois na avaliagdo biométrica imediatamente
seguinte, aos seis e nove dias de alimentacdo, respectivamente, as larvas apresentaram
menores valores médios (P<0,05), que aquelas que continuaram recebendo o alimento vivo.
As larvas mantidas em jejum foram coletadas até nove dias, pois mortalidade total foi
constatada no 11° dia de experimento.

De maneira geral, a partir de 12 dias, observou-se que as larvas dos tratamentos D,
A3D e AsD continuaram apresentando os menores valores médios de comprimento e peso
(P<0,05). Porém, ainda que o crescimento dos animais tenha sido prejudicado pela retirada
precoce ou total auséncia do alimento vivo, a tendéncia observada ao longo do tempo foi de

que a dieta seca assegurou algum crescimento dos animais desses tratamentos.
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Tabela 2- Valores medios de comprimento total (mm) das larvas de pacu Piaractus

mesopotamicus submetidas aos diferentes tratamentos alimentares.

Dias apds o inicio da alimentacio exdgena

Tratamentos 3 6 ] 12 18 24 30 il 42
A B2 % Fed apd  MM0Y  93IET 13 s et 23,2°
+0,2 0,2 +0.8 +1,2 +1.4 0.8 +0.5 05 +12
A+D 62* 72° 8g°® 102° 131° 164° 192%™ 302 383°
#0,2 01 =04 +0.4 0,7 0.4 0 B 0.9 1,2
A12D g2t 2% 84% 8Br* 118%™ 183t ogav s09° 38.8°
0,2 +0,1 #02 0,2 *0.2 +0.5 0,3 1.1 1,0
AsD BoR. Foa ggie  god aged gopk qEmes opgb  ggeb
+02 02 03 0,2 +0,5 0,1 1,1 1,3 #1,7
A3D 52% B2P" g2 Ta® Hp® M7 18987 BT giy™
0.2 +0.2 0,6 +0.4 0.5 +0.9 +0,2 0.2 =11
D 54® 56° 81% B66c 73° 83° 106° 153° 307%™
+0,1 +0.1 +0. 4 0,2 0.3 +0.5 +1,3 +20 4.7
Jejum ol gge B » - -
+0,1 +0,1 0.1

Medias seguidas de mesma letra (na vertical) ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (P> 0,05).
A: alimento vivo, D: dieta seca; A3D, AsD e A12D: alimento vivo por trés, seis e 12 dias,
respectivamente, seguidos somente por dieta seca.

A retirada total tardia do alimento vivo parece ndo ter afetado tio intensamente o
crescimento dos animais (A12D) como ocorrera com a substituicdo mais precoce (A3D e
A8D). Logo apds a mudanga do alimento (aos 18 dias) as larvas A12D até apresentaram um
menor crescimento em relacdo as que continuaram recebendo alimento vivo. Mas, essa
diferenca foi desaparecendo, de tal forma que aos 30 dias, esses animais apresentaram as
maiores medias de comprimento e peso (P<0,05), semelhantes (P>0,05) aos valores

encontrados nos animais que receberam simultaneamente o alimento vivo e seco (A+D). O

sucesso dessa pratica esta diretamente relacionado com a qualidade do alimento seco




a1

fornecido, conforme verificado por Jomori et al. (2005 — Artigo 2 da presente Tese) que
obtiveram diferentes respostas de crescimento de larvas de pacu quando testaram varias

dietas secas como substituto do alimento vivo nessa mesma fase do crescimento.

Tabela 3 - Valores médios de peso (mg) das larvas de pacu PFiaractus mesopotamicus
submetidas aos diferentes tratamentos alimentares.

Peso (mg)
Tratamentos :
Dias apos o inicio da alimentacdo exogena
3 & a 12 18 24 3Q 36 42

A 09° < gg 45% Apg* 210 437 515" EE4A™ 2032

02 *)2 *+( 2 +1.3 +4 2 3.1 +40 5.6+ +2.0
A+D 0,9° iy B 45°? 98 204° 449° 903° 4381° 09564°

0,2 03 +0,2 +0,2 +6, 2 26 88 +16,5 +108,9
A 12D

0.8° 21° 48 % 86 137*® 382% 985° 4302 9528°

+0.2 +0.3 0,4+ 0,3 +0,2 +36 +7.0 +12,5 826
A&D

gas  GgE RTS8t Eg® qEde - SRR igat  aEei

+0,2 0.2 +0,1 06 +0.8 +2 04 +11,0 +13,3 47 5
A3D

092 i b - T ) B 51° 104% 208° 1151° 3063™

+0,2 +0,2 +0,2 +0,4 +12 04 +0,6 +13.7 +18.6
D

04° 0.4° 09° 1§° 28°% g8* 1023° 37T 2802°

+02 +0.1 +0.1 #0,1 +1.0 12 +0.5 +0,6 +74.1
Jejum

83" 0,2° g2 ¢ g . - . ] )

+0.5 +0.6 +0,03

Medias seguidas de mesma letra (na vertical) ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (P> 0,05).
A. alimento vivo, D: dieta seca; A3D, AsD e A12D: alimento vivo por trés, seis e 12 dias,
respactivamente, seguidos somente por dieta seca.

As maiores taxas sobrevivéncia (P<0,05) foram verificadas nos tratamentos em que
o alimento vivo foi fornecido por todo o periodo (A e A+D) ou quando a retirada deste

alimento ocorreu tardiamente (A12D). Nos tratamentos D, A3D e AsD, as taxas de
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sobrevivéncia obtidas foram insatisfatorias, sendo a menor obtida no tratamento D (Figura

1).
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Figura 1. Valores médios das taxas de sobrevivéncia de larvas de pacu Piaractus mesopotamicus
ao final de 42 dias ap6s o inicio da alimentagdo exdégena. Larvas alimentadas exclusivamente
com nauplios de Arfemia (A) ou dieta seca (D); larvas em processo de substituicdo do alimento
vivo por dieta seca aos trés (A3D), seis (ABD) e 12 dias (A12D) apds inicio da alimentacdo
exdgena e larvas alimentadas com nduplios + dieta seca por todo o periodo (A+D). Médias
srpriidas de mesma letra ndn diferem entre si neln teste de Tnkev (P> 0 N5

As larvas do tratamento A poderiam ter alcangade um crescimento maior nas etapas
finais do experimento (dos 30 até 42 dias) se tivessem sido oferecidas quantidades maiores
de nauplios de Arfernia, pois, nesses periodos, praticamente n&o eram observadas sobras
de nauplios. Porém, nessa etapa final do experimento, o nivel de alimentacdo nao péde ser
aumentado devido & reduzida quantidade de cistos disponivel, uma vez que apenas um dos
lotes de cistos adquiridos apresentava-se adequado ao estudo isotopico. Entretanto, tal
evento nao prejudicou os resultados do estudo, pois o enfoque principal era identificar o
momento, em gque a dieta seca passasse a ser um alimento também eficiente para as

larvas, permitindo a retirada total do alimento vivo. Dentro do intervalo de tempo em que as




larvas comecaram a buscar naturalmente a dieta seca, o alimento vivo estava sendo
disponibilizado em excesso. As informagbes isotdpicas dos animais do tratamento A
também n&o foram prejudicadas.

Protocolo alimentar experimental que utilize alimento vive por longo periodo pode ser
necessario, como tratamento controle. Mas, na pratica, o fomecimento de alimento vivo por
longo periodo & um procedimento tecnicamente indesejavel, se o animal ja for capaz de
aproveitar dieta seca para seu desenvolvimento e crescimento. Além disso, com
crescimento dos animais a Arfemia torna-se uma presa de pequeno tamanho (HAMRE et
al., 2002) e nem sempre a obten¢do do crescimento maximo das larvas com alimento vivo &
a alternativa mais econémica em comparagdo com um crescimento menor, devido ao
elevado gasto com quantidades crescentes de organismos vivos necessarios para suportar

o crescimento maximo (SEVILLA e GUNTHER, 2000).

Andlises isotdpicas do carbono (5'°C) e nitrogénio (5'°N) do tecido larval
Larvas separadas em duas fragbes: cabeca e corpo

Os valores do §"°C e de '°N das duas fragdes mostraram algumas variagées entre
si, sendo maiores nos tratamentos A, A+D e A12D, que propiciaram maior crescimento aos
animais. Em relagdo ao carbono-13 (Figura 2), as variagbes ocorridas nesses tratamentos
foram da ordem de 0.4; 0.5 e 0,5%e0, respectivamente. Para os isotopos de nitrogénio (Figura
3), as diferencas isotopicas entre as duas fragbes analisadas foram mais expressivas,
alcancando valores de até: 1,7%e (Larvas A); 0,7%o. (Larvas AzD);, 0,5%s (AsD); 1,7% (A12D);
1,4%c (A+D) e 0.4%- (Larvas D). Schmidt et al. (2004) sugere que a variabilidade entre os
valores do &'°N dos diferentes tecidos podem estar relacionada com o perfil de aminoacidos
dos mesmos. Os autores encontraram variagbes em cerca de 1 a 2% entre os valores do
8"°N de krill Euphausia superba separados nas fraches: regido da glandula digestiva,

segmento abdominal e a parte restante do corpo.
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Figura 2. Valores do 3°C de larvas de pacu Piaractus mesopotamicus separadas em cabeca e parte
restante do corpo. Larvas A e Larvas O; atimentadas exciusivammente com mauptios de Arfermia ou dieta
seca, respectivamente; Larvas A3D, Larvas ABD e Larvas A12D: em processo de substituicdo do
alimento vivo por dieta seca aos trés. seis e 12 dias apbs inicio da alimentacdo exogena,
respectivamente; Larvas A+D: alimentagdo com nduplios + dieta seca por todo o periodo. Linha
tracejada: cabecga;  linha continua: frac&o restante do corpo.
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Figura 3. Valores do 3'°N de larvas de pacu Piaractus mesopotamicus separadas em cabeca e parte
restante do corpo. Larvas A e Larvas D: alimentadas exclusivamente com nauplios de Artemia ou
dieta seca, respectivamente; Larvas A3D, Larvas ABD e Larvas A12D: em processo de substituicio
do alimento vivo por dieta seca aos irés, seis e 12 dias apds inicio da alimentac8o exdgena,
respectivamente; Larvas A+D: alimentac8o com nauplios + dieta seca por todo o periodo. Linha
tracejada: cabega;  linha continua: fracio restante do corpo.
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Larvas separadas por classes de tamanho

Nas larvas que receberam somente nauplios, as maiores variagdes isotdpicas entre
as classes de tamanho foram de 0,6%. tanto para o 3°C como para o 5N (Figura 4). Como
0s animais recebiam apenas essa fonte desde o inicio, os valores isotépicos a partir de 24
dias mostraram-se praticamente ja estabelecidos num patamar, independente do tamanho.

Entre os tratamentos cujas larvas tiveram acesso aos nauplios e & dieta seca, quer
pela substituicdo do alimento (A3D, AsD e A12D) quer pelo fomecimento conjunto de ambos
(A+D), as variagbes isotopicas mais discrepantes entre as classes de tamanho foram
observadas no tratamento A+D, em todos os periodos analisados. Os animais desse
tratamento mostraram claramente que gquanto maior o tamanho, mais préximo do valor final
das Larvas D foi o valor isotopico dos mesmos, tanto para o §°C como para o §'°N (Figura
4). Nos tratamentos em que ocorrera a retirada dos nauplios apés trés, seis e 12 dias, a
tendéncia isotdpica entre os diferentes tamanhos foi a mesma que a verificada no
tratamento A+D, mas com diferengas menores entre as classes de tamanho. Em relacdo ao
8'°N, as maiores diferencas isotopicas entre os tamanhos foram de 0,9%s; 0,6%: e 0,3%o
para as Larvas AzD, AsD e A12D, respectivamente, enquanto as para as larvas do
tratamento A+D essa variagdo foi de 1,4%. Para o 8"°C, essas diferengas alcangaram
valores de 0,3% para as Larvas Az3D; 1,4%. para as Larvas AsD e 0,9%: para as Larvas
A12D, chegando a 4,9%. para as Larvas A+D.

Os valores isotopicos apresentados para as classes de tamanho (Figura 4) referem-
se a parte do corpo do animal sem a cabeca. Os resultados referentes a fragdo da cabeca
nao estdo sendo apresentados, mas mostraram a mesma tendéncia que a observada na
Figura 4. A determinacéo da composic&o isotopica dos animais separados por categorias de
tamanho, principalmente quando o animal teve acesso aos dois tipos de alimento por todo o
periodo (Larvas A+D), mostrou ter sido uma abordagem metodologica pertinente para o
entendimento das respostas isotépicas ao longo do tempo; caso contrario, os dados

isotopicos poderiam ter gerado resultados confusos.



97

25~ Larvas A 1o Larvas A
=24 2]
-23 34
—2‘2-: 4__
21 ] 5 15
1 | = 70
=20 G- 8% NFmal-Laru'aah '
2 4l PR
=1 ] J
£ 171 £ o
o =164 10 -
-5 11
14 124
=124 . BN B R e e 13+
12 13 g = o 14
] 6% C Final- Laras A -12.8 1
11 Fe————— ————— 15— e e ———T—— ——
24 30 36 42 24 30 35 42
Dias apoés inicio da alimentacdo exdgena Dias apds inicio da alimentacio exogens
o5 Larvas A+D 1 Larvas A+D
T PR AR RN S R b B 2
234 3% C___ = 238 ® 3
22 Fimal - Lanvas O 4
21 * = o 15
-20 64 8% N = 70
a T T e e P
-18 p o 5 s
L s 2 8 . - 2 &
= = i EIS- L . 2
Elg i & = S
= -18 10 15 i
-15 1 d%o "N Final - Larvas D S
14 : c 12
=B EN e e e e e e 13
124 3% °C = 128 14
A1 B .l Y | S S PR e e e S e T
24 30 36 42 24 30 36 42
Dias apds inicio da alimentago exdgena Dias apds inicio da alimentagdo exdgena
B < 12mm &0 18,1 a24mm
O 12,1a15mm & 241 a30mm
A 1512 18mm # > 30mm

Figura 4. Valores do 5'°C e "N de larvas de pacu Piaractus mesopotamicus separadas por classes de
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Assim, considerando que houve diferencas entre as duas partes corpo do animal e
entre as classes de tamanho, sejam elas de menor ou maior amplitudes, para a avaliagéo
dos resultados isotopicos das larvas ao longo do tempo e comparagio dos comportamentos
tracados em funcio dos tratamentos, os valores isotdpicos considerados foram aqueles
referentes a fragdo do corpo sem a cabeca dos animais da classe de tamanho de freqiiéncia
mais representativa no respectivo periodo.

Larvas de pacu com cinco dias apds a eclosdo, iniciando a alimentagdo exégena,
(comprimento total de 5,3 + 0,2 mm e peso de 0,43 + 0,05 mg). apresentaram valores
isotopicos em 37C e &'°N de —20,2%c e 9.5%, respectivamente. Esses valores foram
considerados como sendo a concentragdo isotdpica inicial do tecido animal.

Logo apods o fornecimento do alimento exdgeno, na primeira analise realizada aos
trés dias de alimentagdo, os animais que receberam nauplios de Artemia (Larvas A) ja
apresentavam sinais da incorporagdo dos atomos de carbono e nitrogénio desse alimento
em seus tecidos (Figura 5A). As larvas iniciais que possuiam uma composicio de °C
equivalente a -20,2%o0, em trés dias, apresentaram um enriguecimento em 3,4%o (-16,8%q)
em relac&o a larva inicial (5"°C nauplios de Artemia = -15,1%q). As larvas herdam um “pool”
de nutrientes da mae na forma de vitelo que as mantém, como tnica fonte nutricional até o
inicio da alimentagdo exégena, quando entio comega o processo de diluicdo do sinal
isotopico materno, pelo alimento ingerido (MURCHIR e POWER, 2004). Para os is6topos
estaveis de nitrogénio uma mesma tendéncia em relacéo ao respectivo alimento consumido
foi verificada (Figura 5B). Da larva inicial para a larva alimentada com nauplios, a
composicéo isotdpica mudou de 9,5%. para 8,0%. em trés dias (5'°N nauplios de Artemia =
4,7%0). Ao longo do tempo, gradativamente, as mudangas na composicdo isotépica das
Larvas A em relagdo & larva inicial continuaram, e o estabelecimento de um patamar com

um valor mais rico em carbono-13 e nitrogénio-15 que do alimento foi verificado.
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As larvas mantidas em jejum apresentaram valores de 6N praticamente constantes
em relacdo as larvas iniciais até a ultima coleta antes da ocorréncia da mortalidade total
(Figura 5B). Quanto aos isotopos de carbono, as larvas em jejum apresentaram um leve
aumento na concentragdo do "°C (Figura 5A), isotopicamente quase insignificante (valor
inicial de =20,2%. e —19,9%< aos nove dias). Schlechtriem et al. (2004) também verificaram
esse efeito da restricdo alimentar na tendéncia da composigdo isotopica de larvas de
Cyprinus carpic mantidas em jejum desde o inicio da alimentacdo exdgena até o final do
experimento. Smit (2001) comenta que animais em condigdo de jejum prolongado podem
ficar ligeiramente mais enriquecidos em ™C e "N com o tempo devido as perdas dos
isotopos mais leves (°C e "N) pelos processos de catabolismo na forma de autdlise das
células dos préprios tecidos.

O comportamento isotopico das larvas alimentadas exclusivamente com a dieta
seca (Larvas D) ficou mais claramente visualizado apenas para os isotopos estaveis de
carbono (Figura 5A), que também revelou uma seqliéncia de valores em direcdo ao sinal do
respectivo alimento, a dieta seca. Diferente das larvas que receberam nauplios (Larvas A). o
comportamento das Larvas D comegou a ser caracterizado somente aos seis dias de
alimentacéo, que foi guando o valor isotopico dessas larvas diferenciou-se do perfil tragado
pelas larvas mantidas em jejum (Larvas JJ). A semelhanga entre as larvas D e Larvas JJ,
aos trés dias, pode estar relacionada com o fato de que, inicialmente, a quantidade de
larvas necessaria para formar o “pool” de amostras era muito alta, e na coleta realizada logo
aos trés dias, provavelmente, a maioria dos animais que formava o “pool” da amostra do
tratamento D eram larvas que poderiam estar na mesma condi¢cdo que as do jejum & gue
inram morrer ate o 11° dia, ja que as taxas de sobrevivéncia no tratamento D foram baixas e
variaveis (cerca de 5 a 20%).

Em relagio aos valores do 3"°N das Larvas D, a interpretagdo dos dados deve ser
mais cautelosa (Figura 5B). Os valores isotopicos observados praticamente tracaram uma
tendéncia retilinea a partir do valor da larva inicial, que foi de 9,5%: para 9.6%s, ao final de

42 dias. Em principio, esses resultados nos fornecem uma “idéia” de que essas larvas D
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mantiveram-se semelhantes as larvas do inicio do experimento. Mas, estes valores podem
ter se igualados pelo fato da larva inicial ter apresentado um valor isotdpico um pouco mais
rico em "N que a dieta seca (Figura 5B) (graficamente, o valor numérico da larva inicial
ficou pouco acima do valor da dieta seca, com uma diferengca de apenas 2,1%q).
diferentemente do ocorrido com o carbono (Figura 5A). Dessa maneira, o que pode ter
acontecido € que o valor da concentracdo final das Larvas D, no patamar do equilibrio
isotopico, estaria se estabelecendo préximo ao valor das larvas iniciais, ja que no patamar
de equilibrio, o valor do tecido, geralmente, também fica ligeiramente mais enriquecido que
o alimento. De fato, se for verificado a media dos trés ultimos dados isotopicos das larvas
A12D (Figura 7 C), animais que apresentaram crescimento com a dieta seca, esse valor foi
de 9.4 £ 0,1%..

A composi¢do isotpica da larva inicial mais rica em N que a dieta seca numa
amplitude de apenas 2,1% ndc permitiu informacbes conclusivas, pelos isotopos estaveis
de nitrogénio, quanto ao aproveitamento da dieta seca pelas larvas do tratamento D. Um
dos fatores que tém dificultado a aplicagdo dos isotopos estaveis em estudos sobre
assimilagdo dos nutrientes para larvas de peixes € justamente a similaridade do padrio
isotopico das larvas no inicio da alimentagdo exdégena com os possiveis alimentos aceitos
pelas mesmas (SCHLECHTRIEM et al., 2004). Esses mesmos autores, para larvas carpa
Cyprinus carpio, iniciando a alimentagdo exégena, testaram a alteragdo do valor isotopico
do alimento vivo com sucesso, criando nematoides com duas fontes isotopicamente
distintas (milho - C, e trigo - Cai), e conseguiram determinar o inicio da retengdo dos
nutrientes do alimento vivo no tecido larval, mas também alegaram que a precisdo dos
calculos variou de acordo com amplitude isotopica existente entre os alimentos e a larva
inicial. Lochmann e Phillips (1996), com juvenis de “golden shiners” Nofemigonus
crysoleucas criados em viveiros, também argumentaram que a contribui¢do relativa de
cada tipo de alimento, vivo ou seco, no crescimento dos animais ndo foi clara em dois
tratamentos, devido a similaridade isotopica dos alimentos e o fato do peixe inicial ter sido

mais rico em "°C que ambos os alimentos. Preston et al. (1996) sugeriram a manipulacio do
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valor isotépico das fontes alimentares, que no caso utilizaram nauplios de Arfemia
enriquecidos com N para evitar a sobreposicio de valores.

Analisando os resultados isotdpicos das larvas que passaram pelo processo da
substituicao do alimento, mais precoce (AzD e AsD) ou tardiamente (A12D), e os resultados
daquelas que receberam os dois alimentos por todo o periodo (A+D), claramente, puderam
ser observados diferentes momentos em que as larvas comecaram a apresentar sinais da
dieta seca em seus tecidos, indicando diferengas no comportamento alimentar dessas
larvas frente & disponibilidade do alimento seco (Figura6e 7).

Nas larvas A3D e AsD, engquanto o alimento eram os nauplios de Artemia (até trés e
seis dias, respectivamente), os valores isotopicos de 5"°C e 5"°N foram semelhantes aos
das larvas gue receberam somente alimento vivo (Larvas A) (Figuras 6A e 6B e 7A e 7B).
Apods a supressao do alimento vivo, verificou-se que os sinais isotépicos desses animais
comecaram a apresentar uma ligeira mudancga de direcao, tendendo ao comportamento das
larvas que haviam recebido apenas a dieta seca (Larvas D), tanto para carbono-13 como
para nitrogénio-15. Os resultados de crescimento em comprimento e peso (Tabelas 2 e 3)
dos animais desses tratamentos ndo demonstraram crescimento expressivo proporcionado
pela dieta seca logo apos a transigdo alimentar, ndo permitindo fazer nenhuma inferéncia
sobre o aproveitamento da dieta seca nessa fase. Por outro lado, a sensibilidade da
metodologia dos isotopos estaveis, permitiu a constatagdo que acréscimos minimos de
massa nos tecidos provocou alteracbes dos sinais isotopicos desses animais.

Larvas que receberam ambas as dietas desde o inicio do experimento (A12D e A+D),
apresentaram, em geral, sinais isotdpicos que acompanharam, até 12 dias, a tendéncia das
Larvas A (Figuras 6C e 6D e 7D), denotando que nesses tratamentos os animais estavam
ainda utilizado preferencialmente os nutrientes do alimento vivo para o crescimento. A partir
de 12 dias, quando o alimento vivo foi totalmente suprimido no tratamento A12D, o valor do 5
*C dos animais gue era de -14 4% aos nove dias e de -13,9%: aos 12 dias (por causa dos
nauplios) alterou para -18,2%e apos a supressao do alimento vivo, seguindo em direcéo ao

sinal das larvas que receberam apenas dieta seca (Figura 6C). De fato, pelos resultados de
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comprimento e peso (Tabelas 2 e 3), a substituicdo do alimento vivo nesse tratamento nio
prejudicou o crescimento dos animais e nem a sobrevivéncia como o verificado nas
substituicbes mais precoces (A3D e AsD), ficando claramente evidenciado o potencial de
aproveitamento da dieta seca pelas larvas nesse estagio do desenvolvimento, da ordem de
10mg de peso Umido. Com o & N, a inversdo no sentido dos valores isotépicos em direcio
as Larvas D comecou a ser verificada antes mesmo da substituicio total do alimento vivo
(Figura 7C), no periodo de seis a 12 dias, indicando o inicio do consumo e aproveitamento
da dieta seca ja na fase da alimentacdo mista quando os nauplios estavam sendo
formecidos em quantidades decrescentes. O mesmo néo foi verificado entre as larvas A+D
nesse periodo, que também tinham os dois alimentos disponiveis, mas sem a restrigdo
quantitativa dos nauplios.

A busca natural da dieta seca pelas larvas A+D também foi constatada entre 12 e 18
dias (Figuras 6D e 7D); entretanto, larvas A12D, a partir de 12 dias, alteraram mais
rapidamente sua composigao isotopica, refletindo a incorporacéo dos atomos de carbono e
nitrogénio da dieta seca (Figura 6C e 7C), e nas Larvas A+D, essa mudanca ocorreu de
forma progressivamente mais lenta (Figura 6D e 7D), denotando que os animais
continuaram utilizando o alimento vivo que estava ainda sendo oferecido, mesmo sendo
capazes de aproveitar eficientemente a dieta seca. Por outro lado, a busca voluntaria da
dieta seca ao longo do tempo na alimentagdo A+D tornou-se cada vez mais evidente, pois
os animais abandonaram totalmente o comportamento dos que receberam apenas nauplios
(Larvas A) e foram ao encontro daqueles alimentados exclusivamente com dieta seca
(Larvas D).

Lochmann e Phillips (1996) determinaram pelos isétopos estaveis de carbono, a
preferéncia alimentar de juvenis de “golden shiners” Notemigonus crysoleucas (peso médio
de 1,4g) criados em viveiros e observaram uma contribuicdo do alimento natural em cerca
de 40 a 83% de acordo com a qualidade das dietas formnecidas. Schoroeder (1983)

trabalhando com animais maiores (juvenis de Tilapia aurea com 100 g) também identificou a
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origem alimentar da principal fonte de carbono que foi incorporado no tecido animal, neste

caso a dieta seca, mesmo os peixes tendo consumido uma grande quantidade de plancton.

Dias apos inicio da alimentagdo exdgena

Dias apos inicio da alimentagdo exdgena

Figura 6. Valores do 5°C de larvas de pacu Piaractus mesopotamicus em processo de substituicio
do alimento vivo por dieta seca aos trés (Larvas A3D), seis (Larvas ABD) e 12 dias (Larvas A12D)
apos inicio da alimentacio exégena e larvas alimentadas com nauplios + dieta seca por todo o
periodo (Larvas A+D). Alimentacfo exclusiva com nauplios de Arfemia - Larvas A ( x ) ou dieta seca
— Larvas D (asterisco); PEIl - valor no Patamar de Equilibrio Isotopico das Larvas A e Larvas D
(calculado pela equacdo exponencial). W: momento a partir do qual o alimento vivo foi totalmente

retirado ("weaning”).
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Figura 7. Valores do 8N de larvas de pacu Piaratus mesopotamicus em processo de substituicdo do
alimento vivo por dieta seca aos trés (Larvas A3D), seis (Larvas ABD) e 12 dias (Larvas A12D) apds
inicio da alimentacio exdgena e larvas alimentadas com nauplios + dieta seca por todo o periodo
(Larvas A+D). Alimentacdo exclusiva com nauplios de Arfernia - Larvas A ( x ) ou dieta seca — Larvas
D (asterisco); PEI - valor no Patamar de Equilibrio Isotdpico das Larvas A e Larvas D (calculado
pela equacdo exponencial). W: momento a partir do qual o alimento vive foi totalmente retirado

{"weaning™).
A aplicacdo do modelo exponencial (DUCATTI et al., 2002) aos valores isotépicos
das larvas que receberam apenas nauplios de Artemia (Larvas A) ou dieta seca (Larvas D)
permitiram uma avaliacio quantitativa, em unidades de tempo (meia-vida), da incorporagao
dos atomos de carbono e nitrogénio no tecido animal. O modelo proposto mostrou um bom

ajuste aos dados observados (Figura 8).
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Os valores da meia-vida (T) dos isétopos de carbono e nitrogénio no tecido larval
das Larvas A, obtidos em fungio da constante k da expressao (vide pagina 87) foram de
dois a trés dias apos a introducio do alimento, indicando ter sido esse o tempo para que
50% dos atomos de carbono e nitrogénio, respectivamente, do tecido animal fossem
provenientes da fonte alimentar exdgena (nauplios). O tempo necessario para essa mesma
condi¢do nas Larvas D foi cerca de 25 dias com base no valor da meia-vida do carbono. As
diferengas enire os valores da meia-vida dos atomos de carbono nos animais dos
tratamentos A e D foram bastante expressivas. A meia vida sugere que tecidos com valor
curto apresentam uma “alta velocidade” de metabolizacdo ou incorporagdo dos isétopos
estaveis, e tecidos com uma meia vida longa, uma “baixa velocidade” (DUCATTI, 2004).
Para animais em fase de crescimento, ZUANON (2003) verificou que a constante k do
modelo exponencial aplicado integra, além dos efeitos do turnover metabdlico, também a
adicdo de tecido novo, pelo crescimento.

As diferengas de crescimento entre as Larvas A e Larvas D (Tabela 2 e 3) explicam
a discrepancias dos valores da meia-vida do carbono tecidual, por volta de trés e 25 dias,
respectivamente. De outra maneira, os valores do 5'°C das Larvas A e Larvas D ao longo do
tempo (Figura 5A) permitiram verificar que o estabelecimento de valores isotopicos num
patamar de equilibric comegou a ser constatado no 24° dia para as Larvas A, guando os
valores mantiveram-se praticamente constantes até o final (-1268% * 0,07%),
diferentemente do ocorrido com as Larvas D até o final do experimento. Essas diferengas no
perfil isotépico das larvas em fungdo do respectivo crescimento corroboram os achados por
Smit (2001), que menciona que a taxa de crescimento determina o quio rapidamente

ocorrerdo as mudangas isotopicas no corpo dos animais.
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Figura 8. Valores do 3'°C (A e C) e & '°N (B e D) de larvas de pacu Piaractus
mesopotamicus alimentadas exclusivamente com nauplios de Arfemia (Larvas A) ou dieta
seca (Larvas D). EmA, B e C a linha entre os valores isotdpicos observados representa a
curva exponencial ajustada para a aplicagao do modelo descrito por Ducatti et al. (2002); T:

valor da meia-vida do carbono e do nitrogénio no tecido larval.

A importancia primaria do acréscimo de massa corporal na alteracdo da composicao

isotopica do tecido animal tem sido bastante enfatizada em estudos com animais em fase

de crescimento (HESSLEIN et al., 1993; ZANDEN e HULSHOF 1998; SMIT, 2001). Zuanon

(2003) estudou o efeito da adicdo de tecido novo na velocidade de diluicio isotépica do
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carbono muscular em juvenis de tilapia do Nilo Oreochromis niloticus e verificou que a taxa
de crescimento chegou a ser responsavel por 95,1% da taxa de diluicdo isotépica
(constante k), enquanto que o tumover metabolico pelos 4,9% restantes. Zanden e Hulshof
(1998). mencionaram que 86% da alteragdo isotdpica ocorrida pela mudanca do alimento,
em juvenis de até um ano de “smallmouth bass” Micropterus dolomieu, fora explicada pelo
acrescimo de massa tecidual.

Os valores para concentragéo final do 8™°C e do 8N no tecido animal estimados
pelas expressdes exponenciais foram de -12,8%. e 7,0%., respectivamente, nas Larvas A e
de -23,8%c para o 3"°C nas Larvas D. A comparagio desses valores com os sinais dos
respectivos alimentos consumidos resultaram em diferencas da ordem de 2, 3%, variando

de 1,9 a 2,7%e, nas Larvas A e de 1,2%, variando de 1,1 a 1,3%o, nas Larvas D para o §"C,

e diferengas de 2,3%. com amplitudes de 2,0 a 2,6%: entre os valores do 5N das Larvas A
e do alimento. A ocorréncia de variagbes entre o valor isotépico do animal (na sua
concentracdo final) com a respectiva dieta tem sido reportada devido as perdas que
ocorrem durante aos processos de respiragdo e excregdo. Na maioria dos casos, o animal
fica mais enriquecido em °C que a dieta (DE NIRO e EPSTEIN, 1978). Os mesmos autores,
num estudo com vérias espécies animais, observaram para o 5'°C valores de fracionamento
entre o animal e a dieta em média de 0,8 + 1,1%o, variando -0,6%. a + 2,7%-. Peterson e Fry
(1987), numa revisdo dos isotopos estaveis em estudos sobre ecossistema, descreveram
um enriquecimento da ordem de 0,0 a 1%. e de 3 a 5% por nivel trofico para o C e "N,
respectivamente.

Com juvenis de tilapia do Nilo Oreochromis niloticus, Zuanon (2003) verificou valores
de fracionamento para os isotopos de carbono em 0,35 e 1.84%. para os peixes que
receberam dietas contendo fontes vegetais C4 e Ca, respectivamente. Furuya et al. (2002),
alimentando juvenis de pintado Pseudoplatystoma corruscans (peso médio de 0,77g) com
‘peixe forrageiro” (lebiste Poecilia reticulata), observaram diferencas em 0,36%.. Usando os

isOtopos estaveis de enxofre, carbono e nitrogénio em juvenis de “broad whitefish”
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Coregonus nasus, Hesslein et al. (1993) encontraram valores de fracionamento em 1,5, 2,0
e 3,8%, respectivamente, mencionando gque além do fracionamento metabdlico dos
isotopos, as diferencas entre tecido animal e dieta podem ter sido causadas também pela
assimilacao diferencial dos componentes da dieta.

Qualquer processo fisico-quimico pode criar um fracionamento isotdpico mais ou
menos acentuado (DUCATTI, 2004). Sotiropoulos e Wassenaar (2004) comentaram que
varios fatores influenciam a variagdo dos resultados isotopicos além dos inerentes as
amostras biologicas, como fatores externos (e.g. a técnica de processamento do material),
de maneira que a eficacia e a comparabilidade das analises dos isotopos estaveis entre os
estudos, dependem em parte da consisténcia das técnicas adequadamente empregadas
pelos pesquisadores.

Grande parte das pesquisas que tem utilizado os isétopos estaveis como ferramenta
metodologica em organismos aquaticos refere-se aos estudos da ecologia alimentar e da
dinamica e estrutura tréfica no ecossistema. Para evitar interpretagdes equivocadas sobre a
contribuicdo das possiveis fontes alimentares a partir da composicéo isotdpica do animal,
tém sido comentados nas pesquisas alguns procedimentos metodologicos para o preparo
do material a ser analisado, desde a analise individual dos tecidos (DE NIRO e EPSTEIN,
1978; TIESZEN et al., 1983) ou do animal inteiro, quando de bequem:: tamanho (DE NIRO &
EPSTEIN, 1978); até a escolha do tecido apropriado (GANNES et al., 1998); a decaptacéo e
evisceracao do material biolégico, a extragao dos lipideos das amostras e a preservacgéo do
material (SOTIROPOULOS e WASSENAAR, 2004).

Os isotopos estaveis constituem uma poderosa ferramenta para o rastreamento das
fontes de carbono e nitrogénio na cadeia alimentar de um ecossistema, mas & uma técnica
que também possui suas proprias restrigdes e limitagbes, devendo ser utilizada, gquando
possivel, em conjunto com outras formas complementares de avaliagbes (GU et al.,, 1994;
SMIT, 2001). E essencial considerar todas as possiveis fontes de variagdo no delineamento
dos estudos, no planejamento das amostragens e subseqlientes andlises e interpretagdes,

para que o verdadeiro potencial da técnica dos isotopos estaveis na proporgcdo da



110

abundancia natural possa ser observado (Smit, 2001) Dessa forma, os procedimentos
metodologicos devem estar claramente definidos e estreitamente ajustados ao objetive do
estudo para permitir um bom entendimento das informacoes.

Mas condices do presente trabalho, onde muitos fatores puderam ser efetivamente
controlados (i.e. controle sobre as fontes alimentares, conhecimento da idade dos animais.
acompanhamento periddico do crescimento das larvas ao longo do tempo etc.), pode-se
dizer que a analise da composigio isotopica das larvas separadas por categorias de
tamanho, mesmo sendo animais de mesma idade, também foi um aspecto importante
considerado na metodologia do estudo, principalmente com os animais numa fase mais
adiantada do crescimento e naqueles tratamentos em que houve a mudanga da fonte
alimentar (Figura 4). Além desse procedimento, a garantia de um material biologico sem
contaminantes (residuos de alimento no tubo digestivo) permitiu a elucidagdo da
incorporacaoc dos nutrientes dos alimentos no tecido larval.

Em resumo, os resultados isotépicos do 5"°C e §'°N dos tecidos larvais revelaram
respostas consistentes, que puderam complementar e enriquecer as informactes
inicialmente geradas pelos resultados de desempenho de crescimento dos animais. A
técnica dos isOtopos estaveis permitiu verificar, com preciséo, os diferentes momentos em
que larvas comecaram a utilizar os nutrientes da dieta seca através da retengéo dos atomos
de carbono e nitrogénio em seus tecidos, seja pela retirada total do alimento vivo, mais
precoce ou tardiamente, ou pela escolha natural do alimento pelo peixe.

O comportamento isotopico larval mostrou-se intimamente relacionado com o
respectivo tratamento alimentar aplicado e os resultados permitiram supor que, na primeira
semana da alimentacao exdgena, as larvas de pacu se alimentaram preferencialmente de
nauplios de Arfemia, mesmo havendo disponibilidade de dieta seca; porém, na auséncia ou
restricdo de alimento vivo, alguns animais ingeriram e assimilaram o alimento seco
disponivel, como verificado nas Larvas D, A3D e AsD. Por outro lado, esses animais tiveram

o crescimento inicial e sobrevivéncia prejudicados em relagéo aos demais.
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Larvas A12D com cerca de 10mg de peso umido conseguiram aproveitar melhor e
metabolizar eficientemente a dieta seca, indicando que, nessa fase, o alimento seco
também foi aceitavel e garantiu a continuidade do crescimento e a sobrevivéncia dos
animais. Ressalta-se, porém, que o sucesso dessa pratica para as larvas de pacu dependeu
tambem da eficiéncia da dieta seca fornecida aos animais, pois conforme o verificado por
Jomori et al. (2005 em preparagdo — capitulo 2 da presente Tese), as respostas de
crescimento e sobrevivéncia com a substituicdo total do alimento vivo nesse mesmo periodo
(12 dias e animais com cerca de 13mg de peso umido) foram bastante variaveis em fungao
das dietas secas utilizadas.

O inicio da escolha voluntaria da dieta seca pelas Larvas A+D também foi
demonstrado a partir de 12 dias; porém, mesmo sendo capazes de aproveitar
eficientemente os nutrientes da dieta seca a partir desse periodo, os animais continuaram
optando pelo alimento vivo por pelos menos mais 12 dias, quando entdo passaram a ingerir
mais substancialmente a dieta seca, evidenciado por mudangas mais drasticas nos sinais
isotopicos.

Sob o aspecto da produgdo comercial de juvenis, ha que se ressaltar que a
utilizagdo exclusiva da dieta seca ou a sua introdugdo muito precoce em substituigao do
alimento vivo, ndo constituem, ainda, uma pratica viavel para as larvas de pacu, seja pela
falta de dieta adequada que possam garantir crescimento e sobrevivéncia satisfatorios ou
pela propria inabilidade fisiologica da larva. Protocolos de criag@o que utilizam organismos
vivos por um periodo inicial maior, seja pela criagao intensiva ou semi-intensiva, levam a
resultados produtivos mais satisfatorios, permitindo a criagdo desses animais para a
producao comercial de juvenis. A principio, essas informacgbes alertam a importancia da
disponibilidade do alimento vivo por um periodo inicial para garantir o sucesso da produgao
comercial de larvas de pacu, independente do sistema de criagdo. Por outro lado, abrem
novas perspectivas em relagao a elaboracdo de dietas secas com potencial de uso precoce

na larvicultura dessa espécie.
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Os isotopos estaveis de carbono e nitrogénio foram eficientes como indicadores
naturais dos alimentos aproveitados pelos animais na fase larval. Para as pesquisas que
abordam aspectos sobre alimentacdo e nutricdo de larvas de peixes, além das informacées
cientificas sobre a assimilagdo dos nutrientes das dietas ao longo do desenvolvimento
larval, uma grande contribuicdo do estudo foi mostrar que os isétopos estaveis, seguindo as
premissas metodologicas necessarias, € uma ferramenta que pode ser utilizada nesse
campo pela sensibilidade e precisdo do método, através da retencdo dos &tomos de

carbono e nitrogénio dos alimentos no tecido animal.
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40 mm

Anexo 1. Exemplares de pacu Piaractus mesopotamicus de diferentes
tamanhos, em comprimento total (mm), evidenciando as diferengas
morfolégicas entre os animais ao longo do desenvolvimento larval.




Anexo 2. Larvas de pacu Piaractus mesopotamicus de diferentes tamanhos evidenciando a

presenca de restos alimentares no tubo digestivo.

A — Larvas alimentadas exclusivamente com dieta seca (tratamento D) apresentando 8 e 13

mm de comprimento total aos 30 dias apos o inicio da alimentacéo exdgena.

B — Larvas alimentadas com nauplios de Artemia por trés dias apoés o inicio da alimentagao
exdgena, seguido exclusivamente de dieta seca (tratamento A3D), medindo 10 e 12mm de

comprimento total aos 24 dias de alimentagao.

C - Larva de pacu alimentada exclusivamente com dieta seca (tratamento D) apresentando

11 mm de comprimento total, aos 24 dias apods o inicio da alimentacio exogena.

D — Larvas alimentadas com nauplios de Artemia por todo o periodo (tratamento A) aos 18
dias apos o inicio da alimentagdo exdgena. Seta indica tubo digestivo dissecado contendo

cistos,

E - Larva de pacu alimentada com nauplios de Arfemia por todo o periodo (tratamento A)

apresentando 9 mm de comprimento total, aos 9 dias apds o inicio da alimentacao exégena.

F - Larva de pacu alimentada com nauplios de Artemia por seis dias apds o inicio da
alimentagdo exogena, seguido exclusivamente de dieta seca (tratamento A6D), medindo

23mm de comprimento total aos 24 dias de alimentacao.

G e H - Tubo digestivo de exemplar de pacu com 42 dias apos o inicio da alimentacio

exogena evidenciando a presenca de restos alimentares (tratamento A12D).
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Conclusges gerais e consideracées

w Os nauplios de Arfernia foram mais efetives que o plancton natural para a alimentagao
de farvas de pacu criadas em laboratério, pois favoreceram o crescimento e ©

desenvelvimento ontogenético do trato digestario.

a A composicdo do plancton interfere nos resultados de crescimento e sobrevivéncia de
larvas de pacu. As taxas de crescimento especifico proporcionada pela alimentacao a base
de plancton natural foram bastante variaveis (3 a 45%) em fungdo dos organismos
predominantes na composi¢do desse alimento, que, na maior parte do tempo, foram os
rotiferos e nauplios de copépodos. No periodo em que a presenca de cladoceros foi mais
significativa, a taxa de crescimento especifico com o piancton natural chegou a ser o dobro

da obtida com os nauplios de Arfermia.

- As taxas de sobrevivéncia das larvas ao final de 15 dias no foram influenciadas pelo
tipo de alimento vivo fornecido, podendo ser consideradas satisfatorias (~79 a 88%). Por
outro lado, quando houve a predominancia de fémeas adultas do copépodo ciclopdida

Thermocyclops decipiens a taxa de sobrevivéncia foi reduzida em 37%.

- Pela primeira vez foi demonstrado que larvas de pacu podem ser alimentadas com dieta
seca desde a primeira alimentagio. Entre 3 a 20% das larvas sobreviveram com essa fonte
de alimento exdgena. Por outro lado a taxa de crescimento foi bastante reduzida em

; comparacio com a alimentacdo & base de nauplios por todo o periodo ou com ©

fornecimento dos nauplios até as larvas atingirem pelo menos 10mg.
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. O tamanho da larva € um aspecto importante a ser considerado para a substituicio do
alimento vivo por dieta seca. Mas, sobretudo, a qualidade da dieta seca é decisiva para
garantir o sucesso desse procedimento, principalmente na fase mais precoce (larvas com

13mg de pesc).

. Larvas de pacu, até 12 dias apés o inicio da alimentagdo exégena (10mg), consumiram
preferencialmente nauplics de Arfernia. Entretanto, quando forgcadas & ingestdo de dieta
seca, as larvas (com 1 e 2mg) mostraram sinais de aproveitamenio desse alimento, através
da incorporagdo do carbono e nitrogénio da dieta em seus tecidos. Porem, a taxa de

sobrevivéncia foi reduzida;

. Larvas acima de 10mg mostraram-se mais preparadas para metabolizar eficientemente
a dieta seca, bem como para o inicio da escolha voluntaria desse alimento. Por outro lado,
0s animais que tiveram a livre escolha dos alimentos continuaram utilizando

preferencialmente o alimento vivo por pelo menos mais 12 dias.

A substituico do alimento vivo logo na primeira semana da alimentacio exégena ndo &
um procedimento ainda tecnicamente aplicidvel e viavel, seja pela falta de dietas secas de
qualidade adequada para isso ou pela propria inabilidade da larva. O sucesso para a
substituicdo precoce do alimento vive obtido no presenfe estude foi determinado
principaimente pela qualidade da dieta utilizada. Tendo em vista que a principal técnica para
a criagao das larvas de pacu no Brasil consiste na utilizagao de viveiros fertilizados, estudos

com as dietas secas para larvas disponiveis no mercado nacional devemn ser realizados, no



—
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sentido de avaliar a qualidade das mesmas e, conseqglientemente, definir os momentos mais

adequados para a sua utilizagdo como alimento substituto, e assim nortear o uso econdmico

desse zlimento no viveiro,

A possibilidade de substituir o alimento vivo precocemente na larvicultura do pacu sem
prejuizos ac desempenho dos animais e o uso exclusivo da dieta seca como primeiro
alimento abrem novas perspectivas para dar continuidade as pesquisas que visam a

elaboragao de dietas secas adequadas para as larvas;

A tecnica dos isotopos estaveis foi bastante eficaz na indicacdo das fontes energéticas

aproveitadas e metabolizadas pelas larvas e pode contribuir para o aprimoramento de

muitas pesquisas nesse campo.
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Baixar livros de Literatura

Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matematica

Baixar livros de Medicina

Baixar livros de Medicina Veterinaria
Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC

Baixar livros Multidisciplinar

Baixar livros de Musica

Baixar livros de Psicologia

Baixar livros de Quimica

Baixar livros de Saude Coletiva
Baixar livros de Servico Social
Baixar livros de Sociologia

Baixar livros de Teologia

Baixar livros de Trabalho

Baixar livros de Turismo
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